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RESUMEN 
 
Los túbulos colectores (TC) renales están formados por un epitelio simple, y su organización 
tisular y función requieren de la presencia de estructuras de adhesión celular, como son los 
contactos focales (CF) y las uniones adherentes (UA), que conectan el citoesqueleto de actina 
con la matriz extracelular, o con los complejos de unión célula–célula, respectivamente. Esta 
conexión se establece básicamente debido a la presencia de vinculina, molécula que posee 
sitios de unión a lípidos de membrana, a actina y a proteínas que forman parte de ambas 
estructuras de adhesión celular. En trabajos previos realizados con células de TC de papila 
renal, se demostró que la hormona bradiquinina (BK) provoca una reestructuración reversible 
de los CF, induciendo la movilización de vinculina, con la aparición simultánea en el citosol de 
vesículas conteniendo esta proteína. Estos trabajos pioneros sirvieron de base para la 
realización del presente trabajo de tesis. 
Se eligió como modelo de estudio cultivos primarios de células de TC de papila renal de ratas 
adultas. Se observó que estas células conservan in vitro las características típicas de las células 
de TC en el tejido intacto. Este comportamiento se vio reflejado por el crecimiento en 
monocapas, la expresión de los glicoconjugados (DBA+) característicos de este tipo celular, 
filamentos intermedios constituidos por citoqueratina-7, la formación de UA y el desarrollo de 
un cilio primario.  
En la primera parte de la tesis se realizaron estudios bioquímicos y morfológicos de las 
vesículas que contienen vinculina. Para ello, se utilizaron muestras enriquecidas en vesículas 
obtenidas de cortes delgados de papila renal, estimulados con BK. Para el aislamiento de las 
vesículas se puso en práctica un método inmunomagnético, utilizando un anticuerpo dirigido 
contra vinculina. Se demostró que la vinculina se asocia de forma periférica a la membrana de 
las vesículas, orientada hacia el citosol, a través de interacciones electrostáticas. El análisis por 
Western Blot y espectrometría de masa demostró que contienen, además de vinculina, 
PI(4,5)P2, componentes del retículo endoplasmático (RE) y del citoesqueleto, y marcadores del 
compartimiento endosomal de reciclaje (Rab 5, Rab 11 y el receptor de transferrina), poniendo 
en evidencia la heterogeneidad de las mismas. Sobre la base de los resultados obtenidos, se 
propuso un modelo dinámico de distribución intracelular de vinculina. Es sabido que cuando no 
forma parte de las estructuras de adhesión, la vinculina conforma un pool citosólico. Los 
resultados obtenidos demostraron que, además de una forma libre, la vinculina también 
presenta una forma asociada a vesículas. Se planteó la existencia de dos poblaciones de 
vesículas: una localizada muy cerca del núcleo cuya función sería de reservorio, denominada 
circuito de tránsito restringido de vesículas entre el RE y el aparato de Golgi; y otra localizada 
en la zona marginal de la célula, que representa un circuito corto de reciclaje de endosomas 
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tempranos, los que participarían del recambio basal de la vinculina asociada a los CF. Cuando 
se estimulan las células con BK, ocurren dos fenómenos. Por un lado, vinculina se disipa de los 
CF, la que es captada por las vesículas Rab 5+ preexistentes, que forman parte del circuito 
corto de reciclaje localizado en la región marginal, y a tiempos prolongados de estimulación, 
estas vesículas adquieren Rab 11. Esto indica que la estimulación con BK promueve una 
movilización de vesículas del reservorio, desde el aparato de Golgi hacia la membrana 
plasmática, para lograr reestablecer las condiciones basales. Además, se demostró que los 
microtúbulos participan en el transporte de las vesículas que contienen vinculina. Por lo tanto, 
BK induce una reestructuración reversible de los CF y no su desarmado.  
Trabajos previos demostraron que las proteínas que forman parte de los CF y UA, entre ellas 
vinculina, se localizan en microdominios rafts enriquecidos en colesterol y esfingomielina 
(SM). En la segunda parte de la tesis se estudió la participación de vinculina en el 
mantenimiento de las estructuras de adhesión celular. Para ello, las células de TC fueron 
incubadas en presencia de un inhibidor farmacológico, o transfectadas con un ARN de 
interferencia específico para las enzimas SM sintasa 1 y 2, presentes en el aparato de Golgi y 
membrana plasmática respectivamente, con el objetivo de disminuir su expresión. Solo la 
inhibición de la SM sintasa 1 produjo un deterioro de las UA, provocando la pérdida de unión 
entre las células. Paralelamente, se observó un incremento de la cantidad de CF que contenía 
vinculina, pero no talina. Puesto que la SM sintasa 1 se localiza en el aparato de Golgi, y su 
actividad es esencial para la formación de vesículas, el deterioro observado sobre las UA podría 
deberse a modificaciones en la formación de vesículas que participan en el proceso de 
transporte y reciclado de los complejos adherentes. Mientras que el aumento de los CF 
cumpliría un mecanismo compensatorio de las células ante la disolución de las uniones 
intercelulares, con el fin de mantenerse adheridas a la matriz extracelular, y de esta forma 
asegurar su supervivencia.  
En conclusión, los resultados presentados en este trabajo de tesis doctoral aportan nuevas 
evidencias experimentales que resaltan la participación de la molécula de vinculina en los 
mecanismos que regulan la plasticidad celular, como lo es la pérdida o mantenimiento de 
estructuras de adhesión, para responder a cambios que se producen en su entorno sin perder la 
viabilidad.  
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INTRODUCCIÓN 
 
1. EL TEJIDO RENAL 
 
Los riñones son los órganos más importantes del sistema urinario, se encargan de la filtración, 
absorción y reabsorción del agua, sales e iones que llegan para la producción de orina. Son 
órganos pares que se encuentran localizados a ambos lados de la columna vertebral. Cada riñón 
se encuentra envuelto en una cápsula fibrosa, debajo de la cual el tejido se divide en una región 
externa o córtex, y una región interna o médula. A su vez, el tejido renal se encuentra dividido 
en estructuras cónicas llamadas pirámides renales. La base de cada pirámide se denomina 
papila, y es la región que envía la orina formada a los cálices, quiénes desembocan en los 
uréteres, que finalmente depositan la orina en la vejiga. Para cumplir con su función de formar 
la orina, los riñones están constituidos por sistemas de túbulos especializados que se encuentran 
interconectados [1, 2]. 
 
 
A-  La papila renal 
En todos los mamíferos los riñones cumplen la misma función, pero presentan diferencias 
morfológicas. Los riñones de los humanos son multilobulados por lo que tienen un número de 
papilas variables, entre 4-18 por riñón. Mientras que otros mamíferos como la ratas y el ratón 
presentan una sola papila en su estructura renal unilobular [3] (Figura 1A) 
La región de la papila está constituida por: a) los túbulos colectores, que son de gran tamaño y 
participan en la etapa final de la formación de la orina; b) asas delgadas de Henle, que son 
escasas; c) numerosos vasos rectos; y d) el intersticio, cuyo tamaño e importancia aumentan al 
ir acercándose al extremo de la papila. Este intersticio se encuentra formado por gran cantidad 
de material laxo, claro y acelular, como fibras de colágeno, pequeñas gotas de lípidos y 
materiales similares a la lámina basal. También contiene células intersticiales, como 
fibroblastos, de contorno irregular y prolongaciones citoplasmáticas estrechas y estrelladas que 
se extienden en todas direcciones. El intersticio cumple un papel importante en la homeostasia 
de sales y agua necesaria para la formación de la orina [1, 2]. 
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B-  Túbulos colectores- Organización tisular 
La unidad funcional renal está conformada por el nefrón o nefrona y los túbulos colectores 
correspondientes (Figura 1B), los que junto con el tejido conectivo intersticial en el que 
transcurren vasos sanguíneos, linfáticos y nervios, representan el parénquima renal. Los túbulos 
colectores comienzan en la corteza y se dirigen hacia la médula por los rayos medulares, y en la 
porción más interna de la médula o papila se fusionan con otros túbulos colectores para formar 
el conducto papilar (Figura 1B). A su vez, los túbulos colectores están formados por dos tipos 
celulares, las células principales (células claras) que aparecen en mayor número, y las células 
intercalares (células oscuras), que disminuyen en número hacia la médula y desaparecen por 
completo en la zona de la papila. Asimismo, la concentración de la orina tiene lugar en los 
túbulos colectores, dado que allí la permeabilidad al agua es muy elevada como consecuencia 
de la presencia de acuaporina 2 en las células principales, cuya expresión está regulada por la 
hormona antidiurética [1, 2].  
 
        
 
Figura 1. (A) Imagen de un riñón unilobular de rata coloreado con Hematoxilina y Eosina. (B) Esquema que 
representa la organización piramidal del tejido renal. En la parte superior se encuentra la corteza donde se 
localiza la nefrona o nefrón y también túbulos colectores. Se continúa con la médula renal y finalmente en la 
base de la pirámide se encuentra la papila, constituida por túbulos colectores, asas delgadas de Henle e 
intersticio renal. 
 
C-  Diferenciación de las células epiteliales renales  
El epitelio de los túbulos renales se encuentra formado por una sola capa de células, 
denominado epitelio simple (Figura 2B). La diferenciación de las células epiteliales se inicia 
con la polarización apico-basal y la expresión asimétrica de las proteínas y lípidos de 
A B 
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membrana. El primer proceso se debe a la delineación de dos dominios de membrana 
diferentes, llamados apical (que se dirige hacia la luz) y basolateral (en contacto con la matriz 
extracelular), separados por uniones estrechas [4]. El segundo proceso se debe a la distribución 
asimétrica de las proteínas y los lípidos en los dominios de membrana correspondientes. Como 
las superficies apical y basolateral tienen distintas funciones, su composición proteica y lipídica 
debe ser diferente (Figura 2A). Esta polaridad apical – basolateral resulta crucial para la 
función de los epitelios de transporte, como los presentes en el riñón y en el hígado. Estos 
epitelios establecen barreras de permeabilidad entre distintos compartimientos, y el transporte 
vectorial a lo largo del eje apical-basal es el que permite el mantenimiento de la homeostasis 
iónica. Para crear esta asimetría, las proteínas de membrana y de secreción son dirigidas a 
regiones específicas de la membrana plasmática, definiendo y manteniendo su identidad y 
funciones únicas [5]. Para establecer la polaridad celular, los tejidos epiteliales requieren 
señales externas mediadas por la interacción de las células con el medio, con otras células y/o 
con la matriz extracelular [6, 7].  
El estadio final del proceso de diferenciación de la mayoría de las células epiteliales, y en 
particular, de las células de los túbulos colectores renales, consiste en el desarrollo de un cilio 
primario desde la superficie apical [8]. Se trata de una estructura similar a un cabello, que se 
extiende desde el centro de la membrana apical de las células epiteliales [9, 10] (Figura 2A). La 
ciliogénesis es iniciada desde el centríolo subapical que forma el cuerpo basal, generando un 
axonema compuesto por microtúbulos y proteínas asociadas. El cilio está rodeado por una 
membrana que es continua con la membrana apical, pero que presenta una composición 
diferente [11]. A diferencia de otras organelas, el cilio se ensambla únicamente cuando las 
células abandonan el ciclo celular para ingresar a un estado de quiescencia, como sucede en las 
células diferenciadas [12] 
 
      
 
Figura 2. (A) Esquema de células polarizadas. Se representan los diferentes dominios de membrana: apical 
en color azul, basolateral en marrón y el cilio primario, cuya composición es diferente a la de la membrana 
apical, en color rojo. Las uniones estrechas establecen el límite entre los dominios apical y basolateral. (B) 
Las células polarizadas en los túbulos colectores forman un epitelio simple en donde la región apical se 
orienta al lumen del túbulo y el dominio basolateral está en contacto con la matriz extracelular. 
A B 
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2. ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN CELULAR 
 
El establecimiento de las estructuras de adhesión celular constituye una etapa fundamental en el 
proceso de organización tisular. La adhesión célula-matriz a través de la formación de 
contactos focales (CF) precede a la unión célula-célula representada básicamente por las 
uniones adherentes (UA). 
 
 
A- Estructuras de adhesión que median la unión célula -célula –  
Uniones adherentes 
 
Las UA se caracterizan por la formación del complejo E-cadherina/β-catenina/α-catenina, que 
permite que la unión célula-célula interaccione con el subyacente citoesqueleto de actina [13, 
14, 15, 16]. Por lo que, la correcta distribución de E-cadherina resulta fundamental en la 
adquisición y en el mantenimiento de la estructura y polarización de la célula epitelial [17, 18], 
como así también, de la arquitectura tisular [19, 20]. La E-cadherina es el miembro mejor 
estudiado de la familia de cadherinas y se expresa en células de estirpe epitelial [21]. La 
porción extracelular de las cadherinas consiste en 5 dominios que unen calcio, y establecen 
uniones homofílicas relativamente débiles con E-cadherinas de la célula vecina [21, 22]. La 
cola citoplasmática de aproximadamente 150 aminoácidos, altamente conservada entre los 
miembros de la familia, posee un sitio de unión para β-catenina o para γ-catenina o 
plakoglobina [23, 24]. La unión de una región particular de β-catenina con la cola 
citoplasmática de la cadherina es necesaria para el transporte vesicular de E-cadherina, 
recientemente sintetizada, hacia la membrana plasmática [25]. El dominio amino terminal de β-
catenina o de γ-catenina se unen en forma directa con α-catenina [21, 22, 23]. α-Catenina puede 
unirse en forma directa a F-actina, o bien a través de α-actinina, ZO-1, formina y vinculina [26, 
27]. De ésta manera, α-catenina conecta el complejo E-cadherina/β-catenina con el 
citoesqueleto de actina [21]. Esto constituye un proceso crítico no solo para la estabilización de 
las uniones intercelulares, sino también, para coordinar la dinámica de la actina en las UA [14, 
16, 28]. Los filamentos de actina de las uniones célula-célula son dinámicos y sufren un 
continuo recambio, y es muy probable que coexistan múltiples pooles de F-actina con distinto 
grado de estabilidad [29, 30, 31, 32]. Estos filamentos son contráctiles debido a la presencia de 
miosina II, la cual modula la tensión y la estabilidad de los filamentos [30, 33, 34]. En las 
células epiteliales, este recambio de filamentos puede limitar la tensión contráctil que se genera 
en las uniones laterales situadas por debajo de las uniones adherentes [35, 36] (Figura 3B). 
Las uniones estrechas se ubican en la porción más apical de las células, constituyen una barrera 
de permeabilidad transepitelial, y juegan un rol central en el establecimiento de la polaridad de 
las células epiteliales evitando la difusión de lípidos y proteínas integrales entre los dominios 
apical y basolateral de la membrana plasmática (Figura 3B). Están constituidas por las 
proteínas ZO-1, claudina y ocludina [37]. Un tercer tipo de estructura de adhesión célula-célula, 
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los desmosomas, se ubican por debajo de las uniones adherentes, y se asocian con los 
filamentos intermedios [38]. Las uniones estrechas, las UA y los desmosomas generalmente se 
alinean en los epitelios simples en el orden mencionado. El conjunto de las tres estructuras 
descriptas forman lo que se conoce como “complejo de unión”, y es poco lo que se sabe acerca 
del mecanismo o los factores que determinan el establecimiento polarizado de estas uniones. 
Hasta el momento, sólo se ha logrado determinar que el establecimiento de las UA es 
prerrequisitos para la formación de las uniones estrechas [37], e incluso para los desmosomas 
[39].  
 
Mediante video microscopía de células que expresan GFP-actina o GFP-cadherina, estimuladas 
con calcio, se estudió el movimiento de las proteínas actina, cadherina, y catenina durante la 
formación de láminas de células epiteliales. Este proceso dinámico comienza cuando dos 
células se contactan y ocurre la unión de dos complejos E-cadherina/β-catenina opuestos que se 
encuentran en el extremo de un filopodio o de un lamelipodio [28, 40]. El paso que limita la 
velocidad de la adhesión celular es la unión del complejo cadherina/catenina al citoesqueleto de 
actina cortical, hecho que provoca la acumulación y estabilización de las UA para formar 
“puntos” visibles por microscopía de fluorescencia [28, 40]. Después de la aparición inicial de 
estas UA primordiales, aparecen en la zona adyacente nuevos “puntos” generando una 
estructura tipo velcro, que luego se sella para formar las láminas epiteliales [28, 40]. En 
presencia de citocalasina-D - un potente inhibidor de la polimerización de actina - estos puntos 
no forman estructuras de tipo velcro, y aunque la E-cadherina se localiza en las membranas 
adyacentes, las láminas epiteliales no se establecen [28]. Cuando la UA madura, más moléculas 
de cadherina se concentran del lado opuesto de la membrana, y el movimiento del lamelipodio 
cesa una vez que se forma la adhesión estable entre las células [40]. Al mismo tiempo, los 
filamentos de actina en las UA maduras se reorganizan en haces lineales, no ramificados, 
paralelos a la membrana plasmática [28, 40]. α-Catenina participa en la remodelación local de 
actina mediante su unión a la proteína formina, induciendo la formación de filamentos lineales 
de actina [24, 41]. El reclutamiento de vinculina y su unión a α-catenina para formar parte de 
las UA ocurriría como consecuencia de la fosforilación mediada por PKC de los residuos serina 
y treonina presentes en la región de la cola (Vt) de vinculina [42, 43, 44]. Como se mencionó 
anteriormente, la formación de las UA es prerrequisito para la formación de las uniones 
estrechas. Durante la formación del complejo de unión, E-cadherina, β-catenina, α-catenina, y 
ZO-1 se ensamblan inicialmente en los sitios de uniones primordiales, y posteriormente las 
proteínas claudina y ocludinas son reclutadas para formar las uniones estrechas [45]. Aún se 
desconoce el mecanismo por el cual las uniones estrechas y las UA se alinean desde la región 
apical hacia la región basal de la membrana plasmática lateral de las células polarizadas (Figura 
3A). 
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Figura 3. (A) Esquema que representa la alineación de las uniones estrechas y uniones adherentes en células 
polarizadas. (B) Esquema que muestra la organización de las proteínas que conforman la UA. E-cadherina 
atraviesa la membrana plasmática y se une a otra E-cadherina de una célula vecina. La unión de su dominio 
citosólico a β-catenina, α-catenina y vinculina permite la asociación con el citoesqueleto de actina.  
 
 
B- Estructuras de adhesión que median la unión célula-matriz extracelular. 
Contactos focales 
Los contactos focales (CF) son complejos multiproteicos que participan en la unión de las 
células con la matriz extracelular [46, 47]. Las proteínas transmembrana que median estas 
adhesiones son las integrinas, y lo hacen a través de la unión de su dominio extracelular a 
diferentes componentes de la matriz extracelular, y de la región citoplasmática de su cadena  
con talina, la que además posee sitios de unión a otras proteínas del CF como vinculina [48, 49, 
50]. Ambas proteínas poseen sitios de unión a F-actina, y así los CF conectan el citoesqueleto 
de actina (fibras de estrés) con la matriz extracelular [47, 51, 52, 53, 54] (Figura 4). Cuando no 
forma parte de las estructuras de adhesión celular, vinculina presenta una conformación cerrada 
por interacción intramolecular cabeza-cola (Vh-Vt), enmascarando los sitios de unión a talina, 
paxilina y actina [55, 56, 57] (Figura 4B). La activación de esta molécula requiere de la 
liberación de la interacción entre el dominio de la cabeza D1 (residuos 1-258) y Vt (residuos 
896-1066), la cual puede ser inducida por diferentes ligandos. Uno de ellos es el 
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fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PI(4,5)P2 o PIP2) que activa vinculina interrumpiendo la 
interacción Vh-Vt cuando se une a una región rica en aminoácidos básicos presentes en la 
región Vt de la molécula [58]. Alternativamente, se ha planteado que la exposición de los sitios 
de unión a vinculina presentes en talina es suficiente para interrumpir la conformación 
autoinhibitoria Vh-Vt [54, 59, 60]. La activación y unión de talina a la integrina para iniciar la 
formación del complejo focal depende de la presencia en la membrana de fosfatidilinositol-4-
fosfato (PI4P) [61]. Talina porta a la enzima PI4P-5K tipo I y promueve la síntesis local de 
PIP2, que recluta a vinculina al complejo focal [62, 63]. También se ha propuesto que la unión 
de PIP2 a vinculina no sería esencial para su activación y reclutamiento, pero si necesaria para 
desacoplar los CF del citoesqueleto de actina, actuando la vinculina como un sensor lipídico en 
la regulación del recambio de estos sitios de adhesión [64, 65]. Trabajos más recientes 
demuestran que PIP2 y actina pueden unirse simultáneamente a vinculina y mediar su 
oligomerización, y esta unión sería necesaria para el funcionamiento de los CF [53, 66, 67].  
 
 
C- Modulación de los contactos focales 
Los CF son estructuras dinámicas que se encuentran en reestructuración constante [46, 50, 52]. 
Los cambios dinámicos en la interacción de la célula con la matriz extracelular que la rodea son 
de importancia fundamental para numerosos procesos fisiológicos, incluyendo la determinación 
de la forma y proliferación celular, la migración, remodelación de tejidos y diferenciación 
durante el desarrollo embrionario, cicatrización de heridas y en el mantenimiento de la 
integridad tisular [46, 50, 52, 68]. También subyace a la progresión de un amplio espectro de 
patologías, incluyendo la metástasis de células cancerosas, la aterosclerosis, y la hipertrofia 
cardíaca, así como desordenes de tipo fibróticos y neurodegenerativos [50]. Trabajos realizados 
con células migratorias han demostrado que el desarmado de los CF no consiste en el 
mecanismo inverso del armado, sino que ocurriría por un mecanismo de endo/exocitosis de la 
integrina mediado por miembros de la familia de Rab GTPasas (Rab 21), en el cuál también 
estarían implicados los microtúbulos, dinamina y p125FAK [69, 70, 71, 72]. También se ha 
descripto en células migratorias que la vida media de integrina en los CF depende del tamaño 
de estos complejos proteicos, y puede variar de algunos segundos hasta largos períodos de 
tiempo [73, 74]. Además, se estableció que la unión de vinculina a talina refuerza y estabiliza al 
complejo focal en formación, lo que reduce el reciclado de integrina y favorece el consiguiente 
crecimiento de los CF [60]. 
En los últimos años, nuestro grupo de trabajo ha estudiado el rol que ejerce la bradiquinina 
(BK) sobre los CF [75]. La BK es una hormona intrarrenal que posee una importante función 
como modulador vasoactivo del riñón. El receptor de BK de tipo B2 se halla presente en varios 
tipos celulares del riñón, tales como las células de túbulo colector, mesangiales e intersticiales 
[76]. La BK induce la hidrólisis de PIP2 mediante la activación de la PLC [76], y tanto la PLC 
como el receptor de BK B2 se localizan en microdominios raft [77, 78]. La BK también 
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estimula la fosforilación en tirosina de proteínas que forman parte del CF como lo son la 
paxilina y p125FAK [79]. Utilizando como modelo experimental cultivos primarios de células de 
túbulo colector de papila renal se demostró que la BK modula los CF al inducir una 
reestructuración de los mismos de manera reversible, movilizando vinculina -pero no talina- 
por un mecanismo dependiente de la PLC β, lo que provoca además cambios en el 
citoesqueleto de actina. Las células permanecen unidas a la matriz extracelular, por lo tanto, la 
acción de BK no promueve el desarmado de los CF, sino su reestructuración. Por lo tanto, se 
propuso este hallazgo como un nuevo mecanismo por el cual la BK modula la función de los 
túbulos colectores de la papila renal [75]. 
 
 
D- Vinculina 
La organización tisular de los túbulos colectores renales requiere en primer término la adhesión 
de las células a la matriz extracelular mediante la formación de los CF, con posterior 
establecimiento de las UA. Un componente común a ambas estructuras de adhesión es la 
molécula de vinculina [47, 51, 80]. La vinculina es una proteína citoplasmática de 116 kDa, que 
no posee actividad enzimática. Su función se rige por las interacciones proteína-proteína que 
están altamente reguladas por cambios conformacionales. Además de su muy conocido rol en el 
establecimiento de la adhesión célula-matriz, la vinculina está emergiendo como un regulador 
funcional de la unión célula-célula mediada por cadherinas. La vinculina se expresa en la 
mayoría de los tipos celulares y tejidos, y posee un rol fundamental en la motilidad celular y en 
la supervivencia evitando la “anoikis”, que es la muerte celular por apoptosis cuando la célula 
epitelial pierde contacto con la matriz extracelular [81]. Se ha descripto la existencia de un pool 
de vinculina citosólico, y un pool que forma parte de las estructuras de adhesión celular [82] 
(Figura 4B). Estudios in vivo ilustran su rol vital en la embriogénesis y en situaciones 
patológicas [83], pero también demuestran que el modelo de reclutamiento y activación de 
vinculina no es tan simple como se plantea [84]. Las células que carecen del gen de vinculina, 
como las células F9, presentan inconvenientes en la organización del complejo de unión [26]. 
En ratones, es esencial para el desarrollo embrionario de cerebro y corazón, y los embriones 
homocigota (vin -/-) mueren al día 10 de gestación [85]. La disrupción de vinculina ocurre en 
algunos estados de enfermedad. Por ejemplo la pérdida de expresión de vinculina es común en 
algunos tipos de procesos cancerosos [86, 87], y su mutación está ligada a la generación de 
cardiomiopatías [88, 89].  
 
 
E- Rol de la vinculina en las estructuras de adhesión 
El reclutamiento de vinculina, tanto en los CF como en las UA, es un mecanismo conservado y 
cumple un papel importante en la percepción/detección mecánica de estas estructuras del medio 
Introducción 
11 
 
que las rodea. E incluso, el reclutamiento de vinculina lleva al mismo refuerzo de adherencia en 
ambos tipos de uniones [90]. Esto se debe a que vinculina se une de forma directa a actina 
mediante dos mecanismos: a) a través de la región de su cola recluta monómeros de actina-G, 
que nuclean la polimerización de los filamentos; y, b) uniéndose a filamentos de actina 
existentes, promoviendo la modificación de su estructura [91]. 
En el caso particular de los CF, se han reportado dos posibles mecanismos mediante los cuales 
vinculina promueve la unión del citoesqueleto de actina a los CF nacientes: 1) por si misma 
promoviendo la formación de los filamentos; o 2) reclutando el complejo Arp2/3 para nuclear 
la formación de los filamentos. El primer mecanismo se presentar cuando las condiciones 
fisiológicas le indican a la célula la necesidad de formar grupos de filamentos de actina, 
mientras que el segundo responde a la necesidad de formar redes de filamentos especializadas 
como los que forman parte de los lamelipodios [92]. 
En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, se observó que la hormona BK provoca 
una remodelación del citoesqueleto de actina en células de túbulo colector de papila renal [75]. 
En las células de túbulo colector sin tratar, el citoesqueleto de actina se organiza en forma de 
fibras de estrés ventrales, que son cortas y se asocian a CF en ambos extremos. Está descripto 
que este tipo de fibras de estrés cumplen un papel importante en la adhesión de las células a la 
matriz extracelular [93]. Luego del agregado de BK, los filamentos de actina se organizaron en 
forma de fibras de estrés dorsales, que a diferencia de las primeras, son largas, y se asocian a 
CF en uno solo de sus extremos. Las fibras de estrés dorsales pueden actuar como plataformas 
para la formación de nuevas fibras de estrés ventrales, retornando a las células a su estado 
inicial [75]. Estos resultados concuerdan con los datos aportados por otros autores, en los 
cuales proponen que la presencia de vinculina cumple un rol importante en el mantenimiento y 
unión de los CF con el citoesqueleto de actina, y de este modo participa en la trasmisión de 
señales [60, 94] 
 
 
F- El citoesqueleto y su asociación con las estructuras de adhesión  
La capacidad que poseen las células eucariontes de adoptar distintas formas, de interactuar 
mecánicamente con el medio extracelular, y de organizar sus componentes internos, depende 
del citoesqueleto. El citoesqueleto comprende una red compleja de tres tipos de filamentos 
proteicos que se extienden por toda la célula: filamentos intermedios, microfilamentos o 
filamentos de actina, y microtúbulos.  
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Figura 4. (A) Esquema que representa la localización de los CF en la membrana basal de las células. (B) El 
esquema muestra la organización de las proteínas que forman los CF. La integrina atraviesa la membrana 
plasmática y en el dominio extracelular se asocia proteínas de la matriz extracelular y en la porción citosólica 
se une a talina, la cual se une a filamentos de actina y a vinculina. Vinculina también se asocia a los 
filamentos de actina, que se organizan como fibras de estrés. Cuando no está formando parte de las estructuras 
de adhesión, vinculina adopta una conformación citosólica cerrada y autoinhibida. 
 
Los filamentos intermedios son los más estables, y la dinámica de su remodelación es del orden 
de horas [95]. Son los encargados de conferir resistencia mecánica a las células para evitar 
deformaciones [96]. En las células epiteliales, el principal componente es la queratina que se 
asocian a los complejos proteicos que conforman los desmosomas y median estructuras de 
unión entre las células [97].  
Los microfilamentos o filamentos de actina son estructuras helicoidales, y se encuentran en 
todas las células y son esenciales para la movilidad y el mantenimiento de la forma celular. 
Dependiendo del tipo de proteínas fijadoras de actina con las que se asocien, los filamentos de 
actina pueden originar estructuras permanentes como las microvellosidades, o pequeños haces 
contráctiles o fibras de estrés (FS) del citoplasma, proyecciones laminares (lamelipodios) o 
digitiformes (filopodios) del borde activo de células en movimiento, o el anillo contráctil 
durante la división celular. Las FS se componen de filamentos de actina en un número que varía 
de 10 a 30. Estos haces se entrecruzan por acción de la proteína α-actinina, y también pueden 
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asociarse con miosinas II, lo cual les otorga la capacidad de ser contráctiles [98]. Existe una 
clasificación de las FS propuesta por Small, que dependiendo si se asocian o no con los CF por 
uno o ambos extremos, se los denomina FS dorsales o ventrales, respectivamente [99]. Las FS 
dorsales no contienen miosina II, por lo tanto, no son contráctiles [100]. Este tipo de FS 
posiblemente funcionen como plataforma para el ensamblado de otras FS [93, 100]. Las FS 
ventrales contienen miosina, por lo que son contráctiles, y por lo tanto, representan la mayor 
maquinaria contráctil en muchos tipos celulares [99]. Las FS ventrales pueden formarse a partir 
de FS dorsales preexistentes debido a la reorganización de su estructura [93]. Existe un tercer 
tipo, los arcos transversales, que a diferencias de los mencionados, no se asocia con los CF 
[93, 99]. Están formados por filamentos de actina curvos, que presentan un patrón de 
distribución periódico de α-actinina, y miosina II lo que les permite contraerse. Si bien los 
arcos transversales no se asocian a los CF, si lo hacen con otras FS para transmitir de esta 
forma fuerza a la totalidad de la célula [93, 99]. 
En las uniones adherentes, los filamentos de actina se organizan en forma de haces lineales, no 
ramificados, paralelos a la membrana plasmática, que no constituyen FS [28, 40]. Esta 
estructura recibe el nombre de cinturón circunferencial y participa en el mantenimiento de la 
forma columnar de las células epiteliales como así también en la integridad mecánica del tejido 
[101]. 
Por último, los microtúbulos, se encuentran formados por subunidades de α- y β-tubulina y su 
dinámica de polimerización cumple funciones importantes durante el proceso de división 
celular, como así también durante la interfase [95]. En las UA de células MDCK diferenciadas, 
los microtúbulos presentan una organización apico-basal, con su extremo de mayor crecimiento 
y dinamismo orientado hacia la región basal [102]. Se ha demostrado que los agentes que 
afectan la estabilidad de los microtúbulos, como nocodazol, son capaces de alterar a las UA, lo 
que refleja la importancia de los microtúbulos en el mantenimiento de las UA [103]. En células 
migratorias, la unión de los microtúbulos a los CF se ha relacionado con el proceso de 
desarmado de los mismos al promover la endocitosis de las integrinas [71]. Tanto los 
filamentos de actina como los microtúbulos son estructuras con polaridad, cuya dinámica de 
remodelación es del orden de minutos [95].  
 
3. MEMBRANAS CELULARES-MEMBRANA PLASMÁTICA 
 
La membrana plasmática es la estructura que define a las células y separa el contenido del 
interior con el exterior. Todas las membranas biológicas presentan la misma arquitectura 
básica: una bicapa de fosfolípidos en la cual se encuentran incluidas proteínas. La composición 
lipídica actúa como una barrera de permeabilidad que ayuda a mantener las diferencias entre el 
lado interno y externo de las células; y a su vez, las proteínas que se allí localizan dotan a la 
membrana con funciones específicas. En las membranas de las células eucariontes, existen tres 
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clases principales de lípidos: glicerolípidos, esfingolípidos y esteroles, cuyas propiedades 
bioquímicas y biofísicas impactan sobre la función de las membranas. 
 
 
A- Organización de los lípidos en las membranas  
Los lípidos en las membranas no se encuentran distribuidos al azar en las bicapas, sino que 
conforman dominios, que pueden alcanzar múltiples formas y abarcar diferentes tamaños. 
Ejemplos de dominios de gran escala son los dominios apical, basolateral e incluso el del cilio 
en las membranas de células epiteliales [104]. Un ejemplo muy estudiado son los rafts. Los raft 
son microdominios de membrana (10-200 nm) enriquecidos en colesterol y esfingolípidos que 
pueden moverse lateralmente dentro de la membrana, y compartimentalizan procesos celulares, 
como por ejemplo transducción de señales [77, 78, 105, 106]. Debido a sus características 
fisicoquímicas, los esfingolípidos pueden formar dominios de membrana más ordenados, 
rígidos y de mayor espesor, en el cual se insertan preferentemente algunas proteínas, dando 
origen a distintos dominios especializados de membrana. Esta dinámica de organización puede 
ser utilizada para clasificar proteínas durante el transporte vesicular o como plataforma de 
reclutamiento de proteínas en la membrana plasmática [107, 108, 109]. Los rafts son insolubles 
en detergente no-iónico en frío, motivo por el cual también se los denomina DRM (detergent-
resistant microdomains), y ésta característica es la que permite su aislamiento [105, 106]. 
Las uniones estrechas se ubican en microdominios de membrana resistentes a detergentes no 
iónicos [37]. También se ha descripto en células epiteliales y en mioblastos, la presencia de 
proteínas de la familia de las cadherinas, β-catenina y plakoglobina en fracciones insolubles en 
detergente [110, 111, 112]. En trabajos realizados en nuestro laboratorio utilizando cultivos 
primarios de células de túbulo colector de papila renal, se demostró que tanto las proteínas que 
forman parte de los CF, como lo son vinculina y talina, como las que participan en la formación 
de las UA, se localizan en dominios específicos de membrana (DRM) enriquecidos en 
colesterol y esfingomielina (Figura 5) [113, 114, 115]. 
 
 
B- Composición lipídica – Esfingolípidos 
Las especies lipídicas que forman los dominios de membranas son esenciales para el 
mantenimiento de las funciones de la misma. Como se mencionó, los rafts se encuentran 
enriquecidos en colesterol y esfingolípidos [77, 78, 105, 106]. Los esfingolípidos se encuentran 
formados por una base esfingoidea de cadena larga. Las bases más comunes son esfinganina y 
esfingosina, las cuales difieren en que la última contiene un doble enlace trans en posición 4-5, 
que es esencial para algunas de las funciones biológicas en las que los esfingolípidos están 
involucrados. La ceramida es el esfingolípido más simple y constituye el esqueleto de todos los 
esfingolípidos complejos. En la ceramida la base esfingoidea se encuentra unida a un ácido 
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graso. Los ácidos grasos de los esfingolípidos son saturados y varían en su longitud, aunque 
también pueden encontrarse ácidos grasos monoinsaturados, de cadena muy larga [116]. La 
unión de ceramida, cuya síntesis ocurre en el retículo endoplásmico (RE), a fosforilcolina, 
proveniente de fosfatidilcolina, forma esfingomielina (SM).  
 
 
         
 
Figura 5. Esquema que representa las proteínas que forman parte de los CF en (A) y de las uniones 
adherentes en (B), y su localización en microdominios de membrana rafts, en células de túbulo colector de la 
papila renal. 
 
 
Se han descripto dos vías de síntesis de esfingolípidos: la síntesis de novo y la vía de salvataje 
(Figura 6). La síntesis de novo de SM a partir de ceramida ocurre en la cara luminal del aparato 
de Golgi [117], por la transferencia de fosforilcolina desde fosfatidilcolina a la ceramida. 
Recientemente han sido identificadas dos esfingomielina sintasas (SMSs): la SMS1, localizada 
en el aparato de Golgi, y la SMS2 en la membrana plasmática [117, 118, 119]. Dado que la 
ceramida es sintetizada en el RE, debe ser transportada al aparato de Golgi para su posterior 
transformación en SM. Si bien se sabe que la ceramida puede seguir este camino por vía 
vesicular, se ha descripto que la ceramida responsable de la síntesis de SM es transportada por 
la proteína transportadora CERT [120]. Luego de su síntesis en el aparato de Golgi, la SM llega 
a la membrana plasmática por transporte vesicular. La SMS es la última enzima que participa 
en la síntesis de novo de SM [121]. La localización y actividad de estas enzimas enriquecen de 
SM a las membranas del trans Golgi, la membrana plasmática e incluso al compartimento de 
reciclaje endosomal [122].  
 
La vía de salvataje se produce por la degradación constitutiva de los esfingolípidos y 
glucoesfingolípidos, que ocurre en los compartimientos subcelulares acídicos: los endosomas 
A B 
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tardíos y los lisosomas (Figura 6). La SM es convertida en ceramida por acción de la 
esfingomielinasa ácida, la cual puede ser posteriormente hidrolizada por la ceramidasa ácida a 
esfingosina (Sph) y ácido graso libre, y ambos pueden ser liberados del lisosoma [123, 124], a 
diferencia de la ceramida que por su característica hidrófoba no tiene esta capacidad [125]. De 
esta forma, la esfingosina puede re-entrar a la vía de síntesis formando ceramida nuevamente en 
el RE [126].  
 
En las células de estirpe epitelial, el transporte de esfingolípidos es de fundamental 
importancia, ya que en estas células, puede definir a la membrana apical enriquecida en 
glucosilceramida y la basolateral enriquecida en SM [127]. 
Es sabido que la regulación de la función de las proteínas de membrana por sus lípidos 
constituyentes puede ocurrir a través de interacciones químicas específicas entre la proteína y 
un lípido individual [128], como ocurre con vinculina y el PIP2 [129], o por interacciones 
inespecíficas entre la proteína y el comportamiento de la bicapa como una macroestructura con 
propiedades físicas colectivas (por ej. grosor, curvatura intrínseca, elasticidad, etc.) [130, 131]. 
Pero también se ha establecido que cambios locales en la composición fosfolipídica en 
determinadas zonas de la membrana regulan procesos fisiológicos, como por ejemplo la 
citocinesis [132]. En trabajos realizados en nuestro laboratorio se demostró que la composición 
lipídica de los microdominios DRM aislados de células de túbulo colector de papila renal, 
donde se ubican las proteínas de los CF y las UA, cumple un rol esencial en la preservación in 
vivo de estas estructuras de adhesión celular [113, 114, 115]. 
La detección de los genes que codifican a las SMSs, como así también el descubrimiento de 
inhibidores farmacológicos, ha favorecido el aumento de trabajos cuyo interés es dar conocer el 
papel que cumplen los esfingolípidos en las células. El silenciamiento génico de las isoformas 
de las enzimas SMSs mostró cambios en la cantidad de SM exclusivamente en los dominios 
raft de la membrana de células HEK 293 [133, 134], como así también el impedimento para 
formar UA maduras, y por lo tanto, la adquisición de un fenotipo epitelial maduro de células 
MDCK [135]. Estos resultados refuerzan la importancia que tiene el mantenimiento de 
composición lipídica en regiones específicas de las membranas para la preservación de las 
funciones celulares. 
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Figura 6. Esquema de la vía de síntesis de novo y la vía de salvataje de los esfingolípidos. 
 
 
C-Trasporte intracelular de las membranas  
El proceso de reciclaje de proteínas tales como receptores y canales iónicos ha sido estudiado 
con el objeto de entender la dinámica de las mismas dentro de la célula. En los últimos años, se 
ha relacionado con este proceso, a proteínas que componen regiones especializadas de la célula, 
como son la región apical y basolateral [136]. En este sentido, uno de los mecanismos de 
reciclaje que ha sido muy estudiado, es el de E-cadherina. Se sabe que las UA mantienen un 
activo recambio dado por la internalización del comple o de adherencia por la vía endocítica, 
con su posterior reciclaje a través del transporte vesicular. A su vez, la E-cadherina presenta 
una vida media de 5-10 h. Por ello, el eficiente tráfico vesicular de esta proteína resulta 
fundamental para el mantenimiento del estado diferenciado y la arquitectura celular [137, 138]. 
Las vesículas localizadas en el interior de las células no se mueven de forma aleatoria, sino que 
existen factores específicos que se encargan de coordinar y asegurar la precisión entre la fusión 
de las membranas. Una familia de estos factores son las proteínas Rab GTPasas, que son 
Introducción 
18 
 
pequeñas, con un peso molecular entre 21-25 kDa, y se asocian a la cara citosólica de la 
membrana de vesículas como así también de organelas endo- y exocíticas [139, 140, 141]. La 
localización específica que presentan las Rabs ha permitido usarlas como marcadores de 
diferentes compartimentos celulares [139, 142]. Rab 5 es un marcador de endosomas 
tempranos, y es necesaria para que se produzcan los procesos de internalización endocítica y 
fusión de la membrana de los endosomas (Figura 7) [139, 143]. Rab 11 es un marcador de 
vesículas que provienen del trans Golgi y de los endosomas de reciclaje (Figura 7). La 
presencia de Rab 11 es necesaria para el transporte de las vesículas desde el trans Golgi y el 
reciclaje endocítico de las regiones apical y basolateral de las membranas plasmáticas [139, 
144].  
Debido a la localización de las enzimas, la síntesis de SM cumple un papel importante en la 
formación de las vesículas en el aparato de Golgi, como así también en el mantenimiento de la 
composición de la membrana plasmática [122]. Recientemente se ha reportado que la 
inhibición farmacológica de las enzimas SMSs es capaz de suprimir la secreción de insulina, 
evidenciando la importancia de la presencia de este esfingolípido para regular la secreción de 
moléculas endógenas [145]. 
En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se observó que la estimulación de las 
células del túbulo colector de la papila renal con la hormona BK, induce la disipación de 
vinculina de los CF, concomitantemente con la aparición de vesículas en el citosol que 
contienen vinculina y PIP2 [146]. Esta internalización de la molécula de vinculina se produce 
por un mecanismo que no depende de la pinocitosis de la fase fluida ni de la potositosis 
(endocitosis dependiente de caveolina-1). El PIP2 ha sido largamente implicado en el 
reclutamiento de proteínas en las membranas [147], y en el proceso de vesiculización [148, 
149, 150], y además muchas proteínas que participan en el proceso de endocitosis contienen 
sitios de unión a PIP2 [151]. Las vesículas que contienen vinculina, que se observan al minuto 
de estimulación con BK, se acumulan en la región perinuclear de las células del túbulo colector 
donde se localiza el compartimento endosomal de reciclaje, mientras que a tiempos 
prolongados, se localizan en la región marginal. Estos resultados revelaron que la vinculina, es 
transportada intracelularmente por vesículas enriquecidas en PIP2 y sólo abandona dichas 
vesículas al ser reclutada por talina para conformar los CF. Estas vesículas, mediante una vía 
polarizada de exocitosis, transportarían vinculina a los sitios de armado de los CF, por un 
mecanismo que depende de la integridad del citoesqueleto de actina [146]. Estos resultados 
motivaron a profundizar el estudio del efecto modulador de la BK sobre las estructuras de 
adhesión célula-matriz extracelular, y a caracterizar estas vesículas con el fin de plantear un 
modelo de distribución intracelular de vinculina en este tipo celular. 
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Figura 7. Esquema de la distribución y localización de Rab 5, Rab 11 y Rab 21 en las células epiteliales 
 
 
D- El citoesqueleto y su participación en el trasporte intracelular  
Los principales componentes del citoesqueleto implicados en el trasporte intracelular son los 
filamentos de actina (FA) y los microtúbulos. Los FA participan en el transporte a corto alcance 
o local, mientras que los microtúbulos son los encargados de realizar el trasporte de largo 
alcance. Para poder realizar el trasporte, es necesaria la unión específica de proteínas motoras al 
citoesqueleto y a las vesículas, y este proceso es mediado principalmente por la familia de las 
ya mencionadas Rab GTPasas [139]. Un subtipo de Rab 11, Rab 11A, se asocia de forma 
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directa a la proteína transportadora miosina Vb para promover el trasporte de los endosomas de 
reciclaje a través de los FA, desde el centro de la célula hacia la periferia [152]. Los endosomas 
tempranos que contienen Rab 5 también son trasportados por los FA hacia el interior de las 
células al unirse a miosina VI [153] 
Los microtúbulos se organizan y crecen desde el centrosoma (ubicado en la región perinuclear) 
hacia la membrana plasmática. El trasporte desde el centro de la célula hacia la periferia, como 
en el caso de los endosomas de reciclaje, es mediado principalmente por las proteínas motoras 
kinesinas, aunque también se ha descripto que estas participan del trasporte de vesículas Rab 5 
positivas, desde la periferia hacia el centro de las células [154]. El trasporte de vesículas desde 
la periferia celular hacia el centro de las células, tal como en los endosomas tempranos, que 
luego se trasforman en tardíos para finalmente acercarse y fusionarse con los lisosomas, es 
promovido por la acción de las proteínas dineínas [155]. Adicionalmente, algunas proteínas 
motoras se asocian con la membrana de las vesículas al interaccionar regiones específicas de su 
estructura con lípidos como el PIP2 [156]. 
 
4. ELECCIÓN DEL MODELO DE ESTUDIO 
 
Dado que el riñón es un órgano que presenta considerable heterogeneidad celular, sus aspectos 
funcionales resultan más sencillos de analizar in vitro [157]. Además, se torna muy complejo 
modificar y controlar los solutos del parénquima renal in vivo, por lo que las células en cultivo 
han sido extensamente utilizadas para diversos estudios [158]. 
En los cortes histológicos no es posible detectar estructuras como los CF, que unen las células a 
la matriz extracelular, pero estos si pueden ser estudiados en cultivos celulares [75, 146]. En las 
décadas de los 80-90 surgieron publicaciones que utilizaron cultivos primarios de células del 
túbulo colector que permitieron comenzar a profundizar los conocimientos sobre este tipo 
celular [159, 160]. La gran ventaja que tienen las células del túbulo colector de la papila renal 
en el cultivo primario, es que poseen la capacidad de secretar su propia matriz extracelular y 
formar monocapas que mantienen la estructura epitelial por varios días, imitando el 
funcionamiento que presentan en el tejido intacto [75, 115, 146, 159, 160, 161].  
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OBJETIVO 
 
 
OBJETIVO GENERAL 
El presente trabajo de tesis tiene dos objetivos generales: 
1- Profundizar el estudio de la regulación fisiológica de vinculina en los túbulos colectores de 
la papila renal. 
2- Analizar la participación de la vinculina en el mantenimiento de las estructuras de adhesión 
celular en los túbulos colectores de la papila renal 
 
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
En particular, en la presente tesis doctoral se abordaron los siguientes objetivos específicos: 
 Caracterizar el modelo de estudio analizando la expresión de marcadores del tejido 
renal diferenciado. 
 Realizar la caracterización bioquímica de las vesículas que contienen vinculina con el 
fin de plantear un modelo de distribución intracelular de vinculina en células de túbulo 
colector de papila renal. 
 
 Investigar si además del citoesqueleto de actina, los microtúbulos participan en el 
transporte intracelular de las vesículas. 
 
 Investigar si la formación de estas vesículas es un fenómeno específico de bradiquinina 
o un fenómeno general. 
 
 Analizar el efecto de la inhibición de la esfingomielina sintasa en el mantenimiento de 
las estructuras de adhesión célula-célula. 
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 Estudiar el efecto de la inhibición de la esfingomielina sintasa en el mantenimiento de 
las estructuras de adhesión célula-matriz extracelular y en el citoesqueleto de actina. 
 
 Estudiar la reversibilidad del proceso de inhibición de las esfingomielina sintasa sobre 
las estructuras de adhesión célula-célula. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
1- ANIMALES DE ESTUDIO 
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250-300 gr) los cuales fueron criados sin 
restricciones de agua o comida, bajo condiciones controladas de luz (ciclos de 12 hs de luz / 
oscuridad) en el bioterio del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud Humana - 
IICSHUM-UNLaR. Los animales fueron manipulados de acuerdo a las normas de cuidado y 
uso de animales de laboratorio de la Universidad Nacional de La Rioja. El protocolo fue 
revisado y aprobado por el Comité de Ética para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
de la Universidad Nacional de La Rioja (CICUAL-UNLaR). 
 
2- OBTENCIÓN DE CORTES DE PAPILA RENAL Y FRACCIONAMIENTO 
CELULAR 
Los animales se sacrificaron por medio de dislocación cervical, e inmediatamente se extrajeron 
los riñones utilizando material de uso quirúrgico. Luego se removieron las papilas renales y se 
recolectaron en buffer Tris frio, conformado por Tris-HCl 10 mM (pH 7.4), NaCl 140 mM, KCl 
5 mM, MgSO4 2 mM, CaCl 1 mM y glucosa 5.5 mM. Las papilas fueron cortadas en láminas 
delgadas (0.5 mm de espesor) para facilitar la acción de los agentes a estudiar sobre el tejido, 
utilizando un micrótomo Stadie-Riggs, y fueron mantenidas en el buffer Tris frio hasta su 
procesamiento. En los experimentos realizados con cortes de papila renal se incubaron a 37°C 
en un baño metabólico con agitación en ausencia o presencia de BK a concentración 1 μM por 
5 min, Neomicina 1 mM por 10 min o Metil-β-ciclodextrina por 30 min. Las incubaciones 
fueron detenidas colocando los tubos en hielo y agregando buffer Tris frio. Posteriormente, 
cada muestra fue homogeneizada en un volumen adecuado de buffer de homogeneización, 
conformado por sacarosa 0.25 M, Tris-HCl 25 mM pH 7.4, MgCl2 3 mM, EGTA 2 mM, PMSF 
1 mM, aprotinina 10 μg/ml y Na3VO4 1 mM. El homogenato resultante fue centrifugado a 860 
g por 15 min para obtener el sobrenadante postnuclear (SPN), el cual fue separado y alicuotado. 
En algunos experimentos se centrifugó a 105,000 g por 60 min. El pellet resultante 
correspondió a la fracción microsomal y el sobrenadante a la fracción citosólica. Dependiendo 
del experimento, se utilizó el SPN o la fracción microsomal como material de partida para el 
aislamiento de las vesículas. El contenido proteico del SPN, fracción microsomal y citosólica 
fue estudiado por el método de Lowry [162]. Para estudiar la pureza de la fracción microsomal 
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se determinó la presencia de la sub-unidad β de la ATPasa Na+/K+ mediante la técnica de 
Western Blot.  
 
3- AISLAMIENTO DE VESÍCULAS QUE CONTIENEN VINCULINA 
Las vesículas fueron aisladas por un método inmunomagnético aplicando el protocolo provisto 
por el fabricante (Dynabeads M-500 y M-280 subcellular – Invitrogen). Para evaluar el 
rendimiento, se aplicaron dos métodos diferentes para el aislamiento de las vesículas que 
contenían vinculina. En el método directo el SPN o la fracción microsomal se incubó con las 
esferas magnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal anti- vinculina, en una relación 8 
μg de anticuerpo cada 107 esferas suspendidas en buffer A (PBS pH 7.4, EDTA 2 mM y suero 
fetal bovino al 5%). Para lograr el recubrimiento, las esferas se enfrentaron con el anticuerpo 
durante 12 hs a 4°C con agitación constante en una rueda giratoria. Para el aislamiento de las 
vesículas, la incubación de la muestra se realizó manteniendo la relación de 200 μg de la 
fracción subcelular con 1.4 x 107 esferas magnéticas. En el método indirecto, en cambio, la 
fracción subcelular se incubó previamente con concentraciones saturantes del anticuerpo anti- 
vinculina. Después de remover por ultra centrifugación el anticuerpo no unido, se llevó a cabo 
la incubación del material de partida con las esferas recubiertas con el anticuerpo secundario 
(linker), siguiendo el mismo procedimiento que en el método directo. Finalmente, los tubos 
procesados con el método directo e indirecto, se colocaron en un imán por 2-3 min. Luego las 
vesículas unidas a las esferas magnéticas se lavaron 3 veces por 15 min utilizando el buffer A, 
y se resuspendieron en 70-100 μl del mismo buffer (Figura 8). Como control negativo, se 
utilizaron esferas que no tenían unido el anticuerpo anti- vinculina o se les unió un anticuerpo 
monoclonal irrelevante como el anticuerpo dirigido contra ciclina-D. En los experimentos que 
se utilizó como material de partida el SPN, se reservaron para su posterior estudio: las 
fracciones unida (Bound: B) y no unida (Not Bound: NB) a las esferas magnéticas. En ambas 
fracciones se determinó la cantidad de proteínas por el método de Lowry [162], y se utilizó la 
misma cantidad de ambas fracciones para los ensayos de inmunoblot.  
 
 
Figura 8-Esquema que representa el método de aislamiento inmunomagnético. La unión del anticuerpo 
dirigido contra vinculina (anticuerpo primario), a las esferas magnéticas (método directo) o a las vesículas 
(método indirecto), permitió aislar de forma específica las vesículas que contienen esta proteína del resto de 
vesículas presentes en el SPN o fracción microsomal obtenidas a partir de células del túbulo colector de papila 
renal.  
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4- ESTUDIO DE LAS VESÍCULAS POR MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA 
Se utilizó la microscopía electrónica de transmisión para poder visualizar los elementos 
aislados por el método inmunomagnético. Alícuotas de la fracción unida y de las esferas 
control, se fijaron con una mezcla de formaldehído al 4%, glutaraldehído al 1.5% y buffer 
cocodilato 0.1 M pH 7.3, a temperatura ambiente por 2 hs. Luego las muestras se lavaron y 
post-fijaron usando tetróxido de osmio al 1%. Posteriormente, el material fue deshidratado con 
acetona y embebido en Araldite (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA). 
Utilizando un ultra-micrótomo JEOL con cuchilla de diamante las muestras se cortaron en 
secciones delgadas, las cuales fueron contrastadas con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
Las observaciones se realizaron utilizando un microscopio de transmisión LEO 906-E (Carls 
Zeiss) y las fotografías se tomaron con una cámara megaview III. El procesamiento y análisis 
de las muestras se realizó en el Centro de Microscopía Electrónica de la Facultad de Ciencias 
Médicas, Universidad Nacional de Córdoba. 
 
5- EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS ASOCIADAS A LA MEMBRANA DE LAS 
VESÍCULAS 
Para estos ensayos se emplearon soluciones de alta concentración salina y de pH alcalino. 
Como material de partida, se utilizó la fracción microsomal (150-250 μg de proteínas) obtenida 
a partir de cortes de papila renal (0.5 mm de espesor) previamente tratadas con BK 1 μM por 5 
min, las cuales se incubaron con un volumen adecuado de las soluciones madre de Na2CO3 1 M 
pH 10 o KCl 3 M en Tris/HCl 10 mM pH 7.4 para obtener una concentración final de Na2CO3 
de 0.1 M y 0.5 M, y de KCl de 1, 2 y 3 M, durante 30 min a temperatura ambiente. Luego, las 
muestras se centrifugaron a 100,000 g durante 1 hr, los pellets resultantes se solubilizaron en un 
volumen adecuado de buffer Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8 (GE-Healthcare); 2 % SDS 
(Amershan-Biosciences); 5 % β-mercaptoetanol (ICN Biomedical); 10 % glicerol (USB-Bio)), 
las proteínas del sobrenadante se precipitaron con ácido tricloroacético y posteriormente se 
solubilizaron con el buffer Laemmli. Se sembró la misma cantidad de proteínas, y finalmente se 
analizó la presencia de vinculina mediante Western Blot.  
 
6- EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TRANSMEMBRANA DE LAS VESÍCULAS - 
ENSAYOS DE PARTICIÓN DE FASES CON TRITÓN X-114 
La fracción microsomal obtenida a partir de los cortes de papila tratadas con BK 1 μM durante 
5 min (200 μg de proteínas), se resuspendió en 200 μl de la solución Tritón X-114 al 1%, 
Tris/HCl 10 mM pH 7.4 y NaCl 150 mM. Posteriormente se realizó la separación de fases 
incubando las muestras, inicialmente a 4°C durante 10 min y luego a 20°C durante 20 min. Las 
muestras de ambas fases se aislaron centrifugando suavemente los tubos para separar la 
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fracción rica en detergente de la fracción acuosa, localizadas en la parte inferior y superior, 
respectivamente. Las proteínas integrales de membrana particionan en la fase rica en 
detergente, mientras que la mayoría de las proteínas solubles se localizan en la fase acuosa 
[163] (Figura 9). Luego, se analizó la presencia de vinculina y del receptor de transferrina 
(como marcador de proteína integral de membrana) en ambas fases mediante Western Blot.  
 
 
Figura 9-Esquema que representa el método de separación de proteínas integrales y periféricas de la 
membrana de las vesículas. Como material de partida se usó la fracción microsomal obtenida a partir de 
células del túbulo colector de papila renal.  
 
7- ENSAYO DE PROTECCIÓN A LA ACCIÓN DE PROTEASAS 
La fracción microsomal (100 μg de proteína en sacarosa 320 mM y HEPES 10 mM pH 7.4) 
obtenida de cortes de papila (0.5 mm) previamente tratadas con BK, se incubó a 0°C durante 40 
min con un volumen adecuado de CaCl2 10 mM en presencia de 10 μg y 40 μg de tripsina, con 
el agregado o no de Tritón X-100 al 1%. Pasados los 40 min de incubación se agregaron 40 μg 
de aprotinina a cada muestra, y se continuó con la incubación durante 5 min en hielo. Después 
de la ultracentrifugación durante 1 hr a 100,000 g, los pellets obtenidos correspondieron a la 
fracción de membrana resistente a la proteasa, y los sobrenadantes a la fracción de membrana 
sensible a la acción de la enzima. Luego, se analizó la presencia de vinculina y de la sub-unidad 
β de la ATPasa Na+/K+ en ambas fracciones mediante Western Blot. 
 
8- ANÁLISIS DE LAS VESÍCULAS POR ESPECTROSCOPÍA DE MASA 
(CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA-ESPECTROMETRÍA DE 
MASA/ESPECTROMETRÍA DE MASA - LC-MS/MS LC-MS/MS) 
Este estudio fue llevado a cabo en el Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en 
Péptidos y Proteínas y Espectrometría de Masa (Lanais Pro Em-Conicet — Argentina). Para 
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ello, los cortes de papilas se incubaron con BK y posteriormente se realizó la homogenización 
de las muestras, las cuales se centrifugaron a 4000 g por 10 min a 4°C. Los pellets se 
resuspendieron en 1 ml del buffer de homogenización (sacarosa 0.25 M, Tris-HCl 25 mM pH 
7.4, MgCl2 3 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 10 μg/ml y Na3VO4 1 mM) y se 
volvió a centrifugar bajo las mismas condiciones. El pellet obtenido se descartó y el 
sobrenadante fue centrifugado a 17,000 g por 20 min a 4°C. El pellet resultante representó a la 
fracción de membranas de alta densidad (High Density-HD). El sobrenadante se centrifugó a 
200,000 g por 60 min a 4°C. El pellet resultante se resuspendió en 500 μl de PBS y se 
centrifugó nuevamente durante 60 min bajo las mismas condiciones. Finalmente, el pellet 
obtenido se resuspendió en 520 μl de PBS y representó a la fracción de membranas de ba a 
densidad (Low Density-LD). Esta última fracción se usó para el inmunoaislamiento de las 
vesículas recubiertas con vinculina. Para ello, 1000 μg de proteínas de la fracción LD se 
incubaron con 400 μl de esferas magnéticas recubiertas con vinculina, durante 17 hs a 4°C en 
agitación constante en la rueda giratoria. Luego el tubo se colocó en un imán y se descartó en 
sobrenadante. Las vesículas unidas a las esferas se lavaron 3 veces por 15 min con PBS pH 7.4 
/ EDTA 2 mM, y se resuspendieron en 400 μl del mismo buffer. Para el análisis de 
espectroscopía de masa se sembró una alícuota de 350 μl de la suspensión de vesículas aisladas, 
y los 50 μl restantes se utilizaron para investigar la presencia de vinculina por Western Blot. 
Para ello, las proteínas se eluyeron y solubilizaron añadiendo un volumen adecuado de buffer 
Laemmli, con posterior calentamiento a 100°C durante 5 min.  
Según la literatura, la fracción LD obtenida a partir de este procedimiento se encuentra libre de 
restos de membrana plasmática [164]. Para corroborar esto, analizamos la presencia de la sub-
unidad β de la ATPasa Na+/K+ en las fracciones HD y LD mediante Western Blot. 
Las vesículas inmunoaisladas fueron separadas usando minigeles de poliacrilamida al 10%, los 
que posteriormente se colorearon con azul de Coomassie durante 40 min para visualizar las 
proteínas separadas. La bandas correspondientes a un peso molecular igual o mayor a 40 kDa 
fueron cortadas y decoloradas con la mezcla metanol: agua: ácido acético (50:50:1) durante 120 
min a temperatura ambiente. Las muestras obtenidas fueron secadas y luego reducidas con 
ditiotreitol 10 mM en NH4HCO3 100 mM por 1 hr a 56°C. Se removió el sobrenadante y luego 
se añadió una solución acuosa de iodacetamida 55 mM en NH4HCO3 100 mM. Se incubó 
durante 45 min a 22°C en la oscuridad para bloquear los residuos de cisteína reducidos. 
Posteriormente se removió el sobrenadante y los fragmentos de gel fueron lavados dos veces 
con acetonitrilo en NH4HCO3 100 mM durante 15 min. Las proteínas se tripsinizaron usando 
25 ng/μl de tripsina de grado de secuenciación modificado (Promega, Madison, WI), diluida en 
NH4HCO3 50 mM y se incubó a 37°C durante 16 hs. Los péptidos se extrajeron del gel usando 
una solución de acetonitrilo al 50% / ácido fórmico al 0.5%, se secaron y finalmente se 
reconstituyeron con ácido fórmico al 0.1%. Los péptidos tripsinizados de cada fragmento de gel 
se analizaron mediante LC-MS/MS usando un equipo LCQ Duo (Thermo Finnigan, San José, 
CA). La separación cromatográfica de los péptidos fue realizada utilizando una columna de 
fase reversa C18 - 250 × 1.0 mm (Vydac 218TP51). Se aplicó un gradiente usando el solventes 
B (acetonitrilo al 80%, ácido fórmico al 0.1%) y solvente A (ácido fórmico al 0.1%) en las 
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siguientes concentraciones (solvente B / solvente A) y tiempos: 2-15% durante 10 min; 15-50% 
70 min; 50-80% 8 min; 80-100% 2 min y 100% del solvente B durante 2 min a una velocidad 
de flu o de 40 μl/min. 
Los espectros de los péptidos y sus iones fragmentados fueron grabados mediante un método 
que permite la obtención de tres adquisiciones MS2 (por ejemplo, para los tres picos de 
intensidad más altos en las exploraciones MS1) siguiendo cada escaneo completo de MS. Para 
el análisis de los espectros se utilizó la base de datos global de proteínas de SwissProt y se 
usaron los motores de búsquedas SEQUEST (Thermo Finnigan) y MASCOT (Matriz Science). 
Los parámetros de búsqueda incluyen: exactitud de la masa iónica precursora= 1.7 amu, 
exactitud del fragmento de masa iónica= 0.6 amu, modificaciones permitidas para cisteínas 
(acetamidometilcisteina) y dos clivajes perdidos permitidos. Después de haber realizado la 
secuenciación del péptido y la identificación de la proteína a partir del software SEQUEST, los 
péptidos identificados se filtraron utilizando la puntuación de correlación cruzada (Xcorr) en el 
siguiente umbral: Xcorr N 1.5 para 1+ ion, 2.0 para 2+ ion, y 2.5 para 3 + ion. A partir de este, 
se obtuvo una lista de proteínas de peso molecular mayor o igual a 40 kDa cuya identificación 
fue validada por la presencia de dos o más péptidos componentes o de un péptido y la 
inspección manual del espectro. 
 
9- CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS DE TÚBULO COLECTOR DE PAPILA 
RENAL 
Los riñones se extrajeron siguiendo el procedimiento descripto en el punto 2. Luego se 
mantuvieron en una solución de iodopovidona para evitar contaminaciones hasta su 
procesamiento en el flujo laminar. Utilizando material de cirugía estéril, se extrajeron las 
papilas y se mantuvieron en buffer fosfato PBS y se continuó de acuerdo al protocolo descripto 
por Stokes et al [160]. Las papilas fueron cortadas en trozos pequeños de 1-2 mm3 y 
posteriormente fueron incubados en buffer Tris conteniendo 0.1% de colagenasa II a 37 °C, 
95%O2 / 5%CO2. Después de 70 min de incubación, las estructuras celulares fueron separadas 
por centrifugación a muy baja velocidad (175 g) por 2 min. El pellet crudo conteniendo varios 
tipos celulares, estructuras tubulares y restos de tejido, fue lavado dos veces con PBS y 
posteriormente resuspendido en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
nutrient mixture F-12 (DMEM/ F-12, Gibco, Invitrogen), suplementado con suero fetal bobino 
al 10% (SFB, Natocor), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 g/ml. Esta suspensión se 
centrifugó a muy baja velocidad por 2 min para obtener un pellet rico en túbulos colectores, el 
cual fue resuspendido en un volumen adecuado de DMEM/F-12. Dependiendo del experimento 
a realizar, la suspensión celular se sembró sobre cubreobjetos estériles para la realización de 
inmunocitoquímica o directamente sobre el plástico de la placa multiwell de seis pocillos. 
Después de 96 hs de crecimiento a 37°C, los cultivos destinados al estudio de la distribución 
intracelular de vinculina, las células fueron o no, tratadas con BK 1 μM durante 1,5 y 10 min. 
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Para otros análisis, las células fueron tratadas con metil-β-ciclodextrina 5 mM durante 30 min, 
o con neomicina 1 mM durante 10 min (Figura 10). Las incubaciones se detuvieron 
rápidamente en hielo y las células se procesaron para los estudios de microscopía de 
fluorescencia.  
 
        
 
Figura 10-Representación gráfica de la estructura molecular de los agentes químicos usados para el estudio 
de la formación de las vesículas que contienen vinculina en las células del túbulo colector de la papila renal. 
 
En los casos que no se aplicaron ningún tratamiento, una vez cumplidas las 96 hs de 
crecimiento, las células se procesaron para inmuno-marcación. 
Para analizar la participación de los microtúbulos en la reestructuración de los CF, las células 
del cultivo primario se incubaron con colchicina 10 mM, un agente despolimerizante de los 
microtúbulos, durante 15 min a 37°C. Posteriormente, se estimularon las células con BK 1 µM 
durante 1, 5 y 10 min. Finalmente, las células se procesaron rápidamente para 
inmunomarcación con un anticuerpo anti-vinculina. 
 
9.1 Inhibición farmacológica de la esfingomielina sintasa  
Se utilizó triciclodecan-9-yl-xantogenato (D609, Sigma Aldrich) como inhibidor farmacológico 
de las esfingomielina sintasas (Figura 11). Después de 72 o 96 hs de crecimiento a 37°C, este 
inhibidor se agregó al medio de cultivo en una concentración final de 20, 50 y 100 μM para los 
estudios de microscopía de fluorescencia, y 50 μM para los estudios de cuantificación. Se 
incubó durante 24 horas y luego las células fueron rápidamente procesadas de acuerdo al 
protocolo a seguir. 
 
Metil-β-ciclodextrina 
 
Neomicina 
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Figura 11-Representación gráfica de la estructura molecular del inhibidor D609 
 
Para los estudios de cuantificación de proteínas de las uniones adherentes, después de la 
incubación con el inhibidor, las células se lavaron con PBS. Luego a cada pocillo se agregó un 
volumen adecuado de buffer de homogeinización (sacarosa 0.25 M, Tris-HCl 25 mM pH 7.4, 
MgCl2 3 mM, EGTA 2 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 10 μg/ml y Na3VO4 1 mM). Para 
despegar las células adheridas a la placa de cultivo, la monocapa se raspó sobre hielo -para 
disminuir el daño celular- utilizando un “rastrillo” apropiado. Las suspensiones celulares fueron 
recolectadas en tubos, y el lisado se realizó pasando las células por una jeringa con aguja de 28-
G. El lisado resultante se centrifugó a 860 g durante 15 min. Una alícuota del SNP se utilizó 
para la determinación de proteínas totales. Mediante Western Blot se analizaron las proteínas 
de las uniones adherentes E-cadherina, β- y α-catenina, y vinculina, y la estimación de la 
densidad óptica de las bandas se realizó mediante el software Gel-Pro Analyzer version 3.1 
(Media Cybernetics). 
 
9.2 Silenciamiento génico de las isoformas de la esfingomielina sintasa  
El knock down de las enzimas esfingomielina sintasa (SMS) 1 y 2 fue realizado mediante el 
uso de un siRNA específico para cada isoforma (Invitrogen). Para ello se utilizó el kit de 
transfección HiPerFect Transfection Reagent (QUIAGEN), siguiendo el protocolo provisto por 
el fabricante. La eficiencia de transfección se determinó mediante la co-transfección del 
conjugado de siRNA con AlexaFluor 488 (All Stars Negative Controls-QUIAGEN). A las 48 
hs de cultivo, cuando las células habían adquirido un alto nivel de asociación, se preparó una 
dilución de cada siRNA (el correspondiente a la SMS1 o 2 y el control) conteniendo el 
volumen de siRNA necesario para una concentración de 40 nM y del conjugado de 5 nM en 
cada pocillo, en un volumen de DMEM/F12 (sin suero) de 100 μl. En cada tubo se agregó 
además un volumen de 6 μl del reactivo HiPerFect Transfection Reagent, de acuerdo a las 
indicaciones del fabricante. Estas soluciones se incubaron durante 5 min a temperatura 
ambiente antes de colocarse en cada well, que contenían 900 μl de DMEM/F12 suplementado 
con SFB al 10% cada uno. Luego de incubar las células con las soluciones durante 60 min a 
37°C, 5% CO2, se agregó a cada pocillo 1 ml de DMEM/F12 suplementado con SFB al 10%, y 
se incubó durante 24 h a 37°C. Una vez cumplido el tiempo se procedió con el protocolo de 
fijación y marcación con anticuerpos descripto en el punto 12. 
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La siguiente tabla indica las secuencias de los siRNA utilizados para realizar el silenciamiento 
génico de las dos isoformas de la SMS (SMS1 y SMS2) 
 
 
 
9.3 Reversibilidad de la inhibición farmacológica de la esfingomielina sintasa  
Para estudiar la reversibilidad del efecto provocado por la inhibición de la actividad de las 
esfingomielina sintasas (SMSs) sobre las uniones intercelulares, se realizaron cultivos 
primarios como se describió anteriormente. A las 72 hs del cultivo, cuando las células 
formaban una monocapa, se agregó el inhibidor D609 en la concentración de 50 µM y se 
incubó durante 24 hs adicionales a 37°C. Una vez cumplido el tiempo, para eliminar el 
inhibidor del medio de cultivo, se lo reemplazo por medio de cultivo fresco, lo que constituyó 
el “lavado” de las células, y en estas condiciones, las células se incubaron  por 24 hs 
adicionales. Finalmente, las células se procesaron para estudios de inmunomarcación usando 
anticuerpos dirigidos contra vinculina y α-catenina.  
 
10- DETERMINACIÓN DE LA VIABILIDAD CELULAR 
Una vez obtenida la suspensión de túbulos colectores de la papila renal según el protocolo 
descripto en el apartado 9, se determinó el número de estructuras tubulares totales a sembrar en 
los pocillos, mediante el uso de la cámara de Neubauer. La viabilidad celular se evaluó 
mediante el ensayo de exclusión del azul tripán. El colorante se preparó mezclando 4 partes de 
solución acuosa de azul tripán (Mallinckrodt) al 0,2 % y 1 parte de solución salina de NaCl al 
4,25 %. Se mezclaron 20 µl de esta solución con 20 µl de la suspensión tubular y se determinó 
el número de estructuras tubulares viables (no coloreadas) y no viables (coloreadas). El 
porcentaje de viabilidad se determinó calculando el porcentaje de estructuras tubulares no 
coloreadas sobre el total de las estructuras tubulares contadas.  
 
 
SMS1 5´-ACCUGUUGCACCGAUAUUCAATT-3´ 
5´-UUGAAUAUCGGUGCAACAGGUTT-3´ 
Gen ID: 477582, 
esfingomielina sintasa 1, 
Canis lupus familiaris 
SMS2 5´-GGCACCAAAAAGTACCCAGA-3´ 
5´-GAGTCTCCGTTGAGCTTTGG-3´ 
Gen ID: 478505, 
esfingomielina sintasa 2, 
Canis lupus familiaris 
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11- ENSAYOS DE WESTERN BLOT 
 
11.1-Proteínas asociadas a las vesículas que contienen vinculina  
Las distintas fracciones obtenidas como el sobrenadante postnuclear (SPN), fracción 
microsomal y citosólica, fracciones HD y LD, y las fracciones unidas y no unidas a las esferas 
magnéticas, se separaron en geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida al 10% en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La electroforesis se realizó en buffer de corrida 
Tris-Glicina (25 mM Tris (Invitrogen), 192 mM glicina (BioRad), 0,1 % SDS (Amersham 
Biosciences) a una corriente constante de 15 mA (para un gel) o 30 mA (para dos geles). 
Paralelamente, se sembró en cada gel una alícuota de marcador de peso molecular (BioRad o 
Thermo-Fisher). Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de 
polivinildifluoruro (PVDF; GE-Healthcare). La transferencia se efectuó durante 2:30 hs a un 
voltaje constante de 60 volts, en una cámara húmeda (Mini-Protean 3; BioRad). Las 
membranas fueron incubadas durante 1 hr, a temperatura ambiente con agitación, en buffer 
TBS-T (50 mM Tris-HCl, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1 % Tween-20 (Sigma) conteniendo 5 % de 
leche descremada en polvo, para bloquear los sitios de ligado inespecífico. Posteriormente las 
membranas se incubaron durante 12-24 hs a 4°C con el anticuerpo primario adecuado, 
preparado con la solución de bloqueo, y diluidos de acuerdo a la siguiente tabla: 
 
Anticuerpo 
primario 
Especie de 
obtención 
Dilución  Marcador de: Origen 
Vinculina ratón 1:1000 contactos focales 
uniones adherentes 
vesículas 
citosol 
Sigma-Aldrich 
Talina ratón 1:200 contactos focales Sigma-Aldrich 
Paxilina ratón 1:200 contactos focales Sigma-Aldrich 
Ciclina-D ratón 1:200 ----------------- Sigma-Aldrich 
Rab5 conejo 1:500 endosomas tempranos Santa Cruz 
Biotechnology, 
Inc 
Rab11 conejo 1:500 endosomas de reciclaje Santa Cruz 
Biotechnology, 
Inc 
Receptor de 
transferrina 
(CD71) 
conejo 1:500 endosomas de reciclaje 
membrana plasmática 
Santa Cruz 
Biotechnology, 
Inc 
sub-unidad β 
ATPasa Na
+
/K
+ 
 
conejo 1:250 membrana basolateral Santa Cruz 
Biotechnology, 
Inc 
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A continuación, las membranas se lavaron 3 veces con TBS y se incubaron durante 1 hr a 
temperatura ambiente, con una solución del anticuerpo secundario anti-ratón o anti-conejo 
conjugado con peroxidasa (1/200 - Vector Laboratories) preparado en TBS-T. En este punto, y 
cuando fue necesario, se agregó el anticuerpo biotinilado dirigido contra PIP2 (Echelon 
Biosciences). Luego, las membranas se lavaron 3 veces con TBS-T y la unión de los 
anticuerpos primarios se evidenció utilizando el kit de quimioluminiscencia (ECL-Biolumina) o 
el kit de avidina-biotina peroxidasa (Vector Laboratories) y urea-3,3´diaminobencidina (Sigma 
Aldrich). El control de carga se realizó mediante tinción con Coomassie blue. La estimación de 
la densidad óptica de las bandas se efectuó mediante el software Gel-Pro Analyzer version 3.1.  
Para analizar la expresión de una segunda proteína sobre una misma membrana, la elución de 
los anticuerpos primario y secundario se realizó mediante el lavado con un buffer compuesto 
por 2-mercaptoetanol 100 mM, dodecilsulfato de sodio al 2% y Tris-HCl 62.5 mM (buffer 
stripping) durante 30 min a 60°C con agitación. Luego se continuó de acuerdo al procedimiento 
descripto previamente.  
 
11.2-Precipitación de proteínas según el método descripto por Crowell  
Con el objeto de concentrar la muestra, se aplicó el procedimiento de precipitación de proteínas 
con acetona descripto por Crowell et al. [165]. Para ello, se disolvió NaCl a concentración de 
10 mM en las muestras de SPN obtenidas de los cultivos primarios tratados o no con D609 50 
μM. Luego se agregó un volumen de acetona a cada muestra para obtener una concentración 
final de acetona al 80%. Las muestras se incubaron durante toda la noche a -20°C, y luego se 
centrifugaron a 16,000 g durante 20 min. Se removió cuidadosamente el sobrenadante, dejando 
un volumen de aproximadamente 20 µl en cada tubo. Se lavaron los pellets agregando el mismo 
volumen de acetona que se utilizó en el paso previo. Nuevamente se centrifugó a 16,000 g 
durante 20 min. Se descartaron los sobrenadantes y los restos de acetona se secaron con aire 
caliente. Los pellets obtenidos se resuspendieron en PBS y un volumen adecuado de buffer 
Laemmli, con posterior calentamiento a 100°C durante 5 min. Las muestras se separaron en 
geles de SDS-poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente, se realizó 
el Western Blot utilizando los siguientes anticuerpos primarios: 
 
Anticuerpo 
primario 
Especie de 
obtención 
Dilución  Marcador de: Origen 
Vinculina ratón 1:1000 contactos focales 
uniones adherentes 
citosol 
vesículas 
Sigma-Aldrich 
β-catenina ratón 1:1000 uniones adherentes Sigma-Aldrich 
α-catenina conejo 1:300 uniones adherentes Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
E-cadherina ratón 1:50 uniones adherentes Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
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12- PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS PARA MICROSCOPÍA DE 
FLUORESCENCIA 
Para el proceso de inmunomarcación, las células se fijaron con metanol a -20°C durante 10 min 
y acetona a -20°C durante 4 min. Luego, los cubreobjetos fueron incubados en la solución de 
bloqueo PBS / seroalbúmina bovina (BSA) al 3% durante 1 hr a temperatura ambiente. Después 
del bloqueo, las células se incubaron durante toda la noche a 4°C en cámara húmeda con las 
combinaciones de anticuerpos primarios apropiados, preparados en solución de bloqueo y 
diluidos de acuerdo a la siguiente tabla.  
 
Anticuerpo 
primario 
Especie de 
obtención 
Dilución Marcador de: Origen 
Vinculina ratón 1:200 contactos focales 
uniones adherentes 
citosol  
vesículas 
Sigma-Aldrich 
Talina ratón 1:50 contactos focales Sigma-Aldrich 
β-catenina ratón 1:500 uniones adherentes Sigma-Aldrich 
α-catenina conejo 1:100 uniones adherentes Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
E-cadherina ratón 1:100 uniones adherentes Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
Rab5 conejo 1:200 endosomas tempranos Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
Rab11 conejo 1:200 endosomas de reciclaje Santa Cruz 
Biotechnology, Inc 
Tubulina 
acetilada 
ratón 1:500 cilio primario Sigma-Aldrich 
Citoqueratina 
7 (CK- 7) 
ratón sin dilución filamentos intermedios 
células epiteliales 
Leica Biosystems 
 
La solución del anticuerpo primario fue lavada dos veces durante 10 min y otras dos veces 
durante 5 min con PBS a temperatura ambiente. Para realizar inmunomarcaciones dobles, se 
utilizaron anticuerpos secundarios dirigidos contra distintas especies de anticuerpos primarios 
(ratón y conejo) marcados con distintos fluorocromos: Alexa Fluor 488 (Molecular Probe)/ 
FITC (Isotiocianato de fluoresceína - Jackson Inmuno Research) (verde) y TRITC 
(Isotiocianato de tetrametilrodamina - Jackson Inmuno Research) (rojo), diluidos en PBS 1/200. 
En este punto, cuando fue necesario se agregó faloidina-FITC (1/1250 – Sigma Aldrich) para 
marcar los filamentos de actina, y Hoechst 33258 (1/1250 – Sigma Aldrich) para marcar los 
núcleos de color azul. Los cubreobjetos fueron incubados durante 60 min en cámara húmeda y 
posteriormente lavados con PBS a temperatura ambiente (10, 10, 5 y 5 min). Finalmente, se 
realizó el monta e sobre portaob etos con 10 μl de Vectashield Mounting Medium (Vector 
Laboratories) y los preparados se conservaron a 4°C hasta su visualización.  
Materiales y Métodos 
35 
 
Tanto para las células transfectadas como aquellas en donde se estudió el citoesqueleto de 
actina, la fijación se realizó con una solución de paraformaldehído al 2% (p/v). En principio, 
los cultivos fueron lavados tres veces con PBS a temperatura ambiente, luego se realizó la 
fijación con una solución de paraformaldehído (Riedel-deHaën) al 2 % en PBS durante 20 min 
a temperatura ambiente, y posteriormente se realizaron dos lavados de 10 min y otros dos de 5 
min con PBS a temperatura ambiente. La permeabilización celular se realizó con Tritón-X 100 
al 0,1 % en PBS durante 20 min y luego se lavó cuatro veces con PBS a temperatura ambiente 
(10, 10, 5 y 5 min). Finalmente, se continuó con el procedimiento de bloqueo e incubación con 
los anticuerpos mencionados previamente.  
 
Para el análisis de la expresión de glicoconjugados de membrana durante la caracterización de 
las células de túbulo colector en el cultivo primario, se utilizaron las siguientes lectinas: 
 
Lectina Especie de 
obtención 
Dilución Marcador de: Origen 
DBA-
biotinilada  
Semillas de 
Dolichos 
Biflorus 
1:250 Glicoconjugados 
presentes en células del 
TC 
Vector Laboratories 
BSL-I -FITC Semillas de 
Griffonia 
Simplicifolia 
Lectin I 
1:80 Glicoconjugados 
presentes en células 
mesenquimáticas 
Vector Laboratories 
 
La lectina DBA se incubó junto con los anticuerpos primarios dirigidos contra vinculina y CK7 
en la forma descripta previamente. El revelado de la lectina DBA se realizó utilizando 
estreptavidina conjugada con TRITC (1/400- Jackson Inmuno Research). La lectina BSL-I –
FITC se agregó junto con la estreptavidina-TRITC y el marcador de núcleos Hoechst 33258 
(1/1250 – Sigma Aldrich). El tiempo de incubación, lavados y montajes fueron los mismos a 
los descriptos previamente. 
 
13- ANÁLISIS CUANTITATIVO DE LAS IMÁGENES DE FLUORESCENCIA 
 
13.1- Colocalización de proteínas en las vesículas  
El análisis de los preparados se realizó en el Servicio de Microscopía Confocal que brinda la 
Facultad de Ciencias Exactas, Físicas y Naturales, UBA. Este servicio cuenta con un 
Microscopio Confocal Olympus FV 300 (modelo BX61) equipado con Láser Ar 488 nm, Láser 
HeNe verde 543 nm y Láser HeNe rojo 633 nm, cuya parte óptica está constituida por los 
objetivos 10X (AN=0,3), 40X (AN=1,0 - objetivo de inmersión), 60X (AN=1,4 - objetivo de 
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inmersión) y 100X (AN= 1,4 - objetivo de inmersión). Las imágenes confocales de doble 
marcación fueron obtenidas mediante escaneo secuencial para cada canal para eliminar 
interferencias entre los cromóforos y para asegurar una confiable cuantificación de la 
colocalización. Las imágenes confocales representan un único plano Z. Todas las imágenes se 
obtuvieron con una cámara refrigerada CCD y fueron procesadas mediante el software Adobe 
Photoshop. La aplicación de filtros Gauss para suavizar las imágenes, y el cálculo de los 
coeficientes de colocalización entre proteínas se realizó mediante el software Image-Pro Plus, 
versión 5.1.2 (Media Cybernetics, USA). 
Los experimentos presentados en esta tesis fueron repetidos al menos 3 veces. Se seleccionaron 
entre 6-10 células al azar para realizar el análisis cuantitativo para cada tratamiento aplicado. 
Las células se analizaron con un objetivo Apo oil 100X (AN= 1.4) que cuenta con el software 
de adquisición FluoView versión 3.3 provisto por el fabricante, y se tomaron secciones ópticas 
horizontales correspondientes a la región media de las células. Se evaluó de forma cuantitativa 
la colocalización de antígenos a través del comando de colocalización provisto por el software. 
Para estimar el grado de colocalización, se utilizó el coeficiente de superposición de Manders 
(Manders' Overlap Coefficient – MOC) [166]. Cada valor de intensidad se encuentra definido 
entre 0 a 1, por lo tanto un valor MOC ≥ 0.7 indica colocalización e implica que el 70% de 
ambos componentes de la imagen se superponen. Adicionalmente, se calcularon otros dos 
coeficientes de superposición: K1 y K2 (Overlap coefficient K1 and K2) [166]. Estos 
coeficientes dividen los valores de colocalización en dos parámetros por separado, permitiendo 
la determinación del grado de contribución de cada antígeno a las áreas de colocalización. Las 
mediciones se realizaron en la región perinuclear y marginal de las células. Para ello se 
dibujaron de forma manual, utilizando el puntero del mouse, el contorno del área perinuclear y 
marginal de las células (áreas de interés) en las imágenes confocales. A continuación, las 
imágenes fueron “segmentadas” con el comando presente en el programa. La aplicación de 
segmentos permite obtener a los objetos que colocalizan de color blanco sobre un fondo negro.  
 
13.2- Recuento de contactos focales (CF)  
En los experimentos en los cuales se analizó el efecto de la inhibición de la actividad de la 
esfingomielina sintasa sobre las estructuras de adhesión celular, se realizó un recuento del 
número de CF por célula. Estos experimentos se realizaron por triplicado. Se seleccionaron 
entre 5-10 células al azar para realizar el análisis cuantitativo de los CF conteniendo vinculina o 
talina. Las células fueron examinadas con el objetivo Plan 40X (AN=0.75) del microscopio de 
fluorescencia invertido Olympus IX81 del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud 
Humana (IICSHUM). Las imágenes obtenidas se analizaron utilizando el software ImagePro 
Plus versión 5.1.2. Inicialmente se realizó la calibración espacial de las imágenes y se obtuvo 
un valor de medición de 0.3125 µm/pixel. Se aplicó el “filtro flatten” para igualar las 
variaciones del fondo de las imágenes de fluorescencia, lo cual es recomendado en los análisis 
de recuento/medición debido a que este tipo de filtro disminuye las variaciones de la intensidad 
de los píxeles de fondo. 
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El recuento/medición de los CF se realizó seleccionando el rango de intensidad de estos objetos 
y luego se aplicó el comando de segmentación del programa, lo que permitió separar a los 
objetos de interés del fondo de la imagen. Luego, se dibujó manualmente el área de cada célula 
y se aplicó el comando contar/medir del programa para obtener el número de CF por célula. 
Los parámetros que se midieron a través del software fueron: tamaño (área del CF en µm2), 
longitud promedio (LP - en µm), y el radio axial (RA – en µm). Este último define la forma de 
los CF, ya que considera al radio longitudinal de los ejes mayor y menor de las elipses. Un 
valor de RA <7 corresponde a una forma redonda-elipsoide, mientras que un valor >7 indica 
una forma alargada [167]. Para asegurar la obtención de mediciones válidas, especificamos el 
valor mínimo para cada medición utilizando el comando de ajuste de rango (set-range): 0.25 
µm2 para el área, 0.2 µm para la LP, 0.2 µm eje menor, y 0.5 µm para el eje mayor. 
 
14- ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Los experimentos presentados en esta tesis fueron repetidos al menos 3 veces. Para cada 
experimento, los resultados fueron expresados como la media ± error estándar (X ± ES) de cada 
resultado. Las diferencias entre los grupos fueron analizados por el test de Student (T-test) para 
comparar dos medias. Un valor de p ≤ 0.05 fue considerado como indicativo de diferencia 
significativa entre los valores de las medias comparadas.  
 
15. DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
El desarrollo de los objetivos se abordó de acuerdo al diseño experimental detallado a 
continuación.  
 
ESTUDIO DE LA REGULACIÓN FISIOLÓGICA DE LA VINCULINA EN LOS 
TÚBULOS COLECTORES DE LA PAPILA RENAL 
 
15.1- Caracterización del modelo de estudio mediante e l análisis de la expresión 
de proteínas marcadoras de tejido diferenciado  
Para el estudio del modelo celular, se realizaron cultivos primarios de células de túbulo colector 
(TC) de papila renal de ratas adultas (60-70 días). Se incubaron durante 96 hs a 37°C, tiempo 
necesario para que las células formen monocapas o láminas de células epiteliales. 
Posteriormente, las células fueron procesadas para estudiar mediante inmunocitoquímica la 
expresión de proteínas y glicoconjugados consideradas en la literatura como marcadores de 
tejido renal diferenciado [159]: lectina DBA (células de túbulo colector), tubulina acetilada 
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(cilio primario), citoqueratina-7 (filamentos intermedios de células epiteliales) y proteínas de 
uniones adherentes. 
 
15.2- Caracterización de las vesículas que contienen vinculina  
Para el estudio de las vesículas, se utilizó inicialmente cultivos primarios de células de TC de 
papila renal de ratas adultas estimulados con BK durante distintos tiempos, con el objeto de 
tener una población de células con abundantes vesículas. El análisis se realizó mediante 
inmunocitoquímica y posterior observación por microscopia confocal. Para el aislamiento y 
caracterización de las vesículas, se aplicó un método inmunomagnético. Como material de 
partida se usó el sobrenadante postnuclear o la fracción microsomal obtenidos a partir de cortes 
de papila (0.5 mm de espesor), estimuladas o no con BK. Las fracciones unida y no unida a las 
esferas magnéticas obtenidas mediante este método se separaron mediante SDS-PAGE con 
posterior Western Blot. Para el análisis de la especificidad del método de inmunoaislamiento de 
las vesículas que contienen vinculina, se utilizaron esferas magnéticas recubiertas con un 
anticuerpo monoclonal irrelevante dirigido contra ciclina-D. Luego se verificó el aislamiento de 
estructuras vesiculares mediante microscopía electrónica de transmisión. 
El análisis de la orientación de vinculina en las vesículas se realizó mediante ensayos de 
extracción con detergentes; y el estudio de las características de la asociación de vinculina a la 
membrana de las vesículas se realizó a través de los ensayos de incubación con soluciones de 
alta concentración iónica o pH alcalino. Todos estos ensayos se analizaron posteriormente 
mediante Western Blot.  
La expresión de marcadores del compartimiento endosomal y de reciclaje, y la presencia de 
proteínas componentes de los CF en las vesículas aisladas mediante el método 
inmunomagnético, se analizaron por Western Blot. 
Para completar la caracterización bioquímica de los componentes de las vesículas se realizó un 
estudio proteómico. Para ello se aislaron las vesículas y la fracción unida a las esferas 
magnéticas se sembró en geles de poliacrilamida al 10%. Posteriormente las bandas de un peso 
molecular igual o mayor a 40 kDa se cortaron y analizaron mediante espectrometría de masa. 
 
15.3- Análisis de la distribución de las vesículas que contienen vinculina -
Planteamiento de un modelo de distribución intracelular en células de túbulo 
colector de la papila renal.  
Para el estudio de la dinámica de formación de las vesículas que contienen vinculina, se 
utilizaron cultivos primarios de células de TC de papila renal de ratas adultas estimulados con 
BK. Se analizó el grado de colocalización de vinculina con las proteínas que participan en la 
vía de reciclaje endosomal (Rab 5 y Rab 11). Para ello se utilizó el coeficiente de 
colocalización de Manders y los coeficientes de superposición K1 y K2. Posteriormente se 
evaluó si la estimulación con BK promueve cambios en la cantidad de Rab 5 y Rab 11 en las 
vesículas. Para ello, se aislaron las vesículas a través del método inmunomagnético a partir de 
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cortes de papila renal tratadas o no con BK durante 1, 5 y 10 minutos. Luego las muestras se 
analizaron mediante Western Blot.  
 
15.4- Análisis de la participación de los microtúbulos en el transporte de las 
vesículas que contienen vinculina 
Para este estudio se realizaron cultivos primarios de células de TC, se incubaron durante 96 hs a 
37°C y posteriormente se trataron con el agente despolimerizante de los microtúbulos, 
colchicina 10 mM, durante 15 min previos a la estimulación con BK. Luego se analizó la 
presencia de vesículas conteniendo vinculina y la morfología celular, mediante 
inmunocitoquímica y microscopía de fluorescencia convencional. 
 
15.5- Análisis de la especificidad de BK en la inducción de vesículas que 
contienen vinculina 
Para este estudio se utilizaron agentes que alteran la composición lipídica de las membranas, y 
por ende, también la de los microdominios rafts. Para ello, en una primera etapa, se realizaron 
cultivos primarios de células de TC, y a las 96 hs de crecimiento se incubaron o no con metil- 
β- ciclodextrina (30 min) o con neomicina (10 min) y se procesaron rápidamente para 
inmunomarcación y posterior análisis por microscopía confocal, y se evaluó la formación de 
vesículas que contienen vinculina. El estudio bioquímico se realizó sobre muestras de vesículas 
aisladas mediante el método inmunomagnético a partir de cortes de papila tratados con los 
mencionados agentes. Luego las muestras se analizaron mediante Western Blot. 
 
ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE VINCULINA EN EL 
MANTENIMIENTO DE LAS ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN CELULAR EN 
EL TÚBULO COLECTOR DE LA PAPILA RENAL 
 
15.6- Estudio de la participación de la actividad de la esfin gomielina sintasa en el 
mantenimiento de las estructuras de adhesión intercelular  
Para analizar el efecto de la inhibición de la esfingomielina sintasas (SMS) 1 y 2 sobre las 
estructuras de unión célula-célula se realizaron cultivos primarios de células de TC y se 
incubaron con el inhibidor farmacológico D609 o el correspondiente siRNA de las enzimas 
SMS1 y 2 durante 24 hs. Se analizó la distribución de las proteínas que conforman a las 
uniones adherentes mediante inmunocitoquímica y posterior microscopía de fluorescencia 
convencional y confocal. El estudio bioquímico se realizó analizando la expresión de las 
proteínas que componen los complejos adherentes a través de Western Blot a partir de muestras 
obtenidas de cultivos primarios incubados o no con el inhibidor farmacológico.  
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15.7- Estudio de la participación de la actividad de la esfingomielina sintasa en el 
mantenimiento de los contactos focales  
Para este estudio se realizaron cultivos primarios de células de TC, y a las 72 hs de crecimiento 
se incubaron con el inhibidor D609 (50 µM) durante 24 hs. Los cultivos se procesaron para 
microscopía de fluorescencia convencional. El estudio cuantitativo y morfométrico de los 
contactos focales inmunomarcados con vinculina y talina en las células incubadas o no con el 
inhibidor se realizó utilizando un software de análisis de imágenes.  
 
15.8- Análisis de la inhibición farmacológica de la esfingomielina sintasa sobre el 
citoesqueleto de actina 
Para estudiar el efecto de la inhibición farmacológica de la SMS1 y 2 sobre el citoesqueleto de 
actina, las células del cultivo primario se incubaron o no con el inhibidor D609 (50 µM) 
durante 24 hs, y se procesaron para inmunocitoquímica de doble marcado: faloidina para 
estudiar los filamentos de actina, y un anticuerpo dirigido contra vinculina para analizar los CF 
y las UA. El estudio se realizó mediante microscopía de fluorescencia convencional y confocal. 
En todos los casos, se analizó la organización del citoesqueleto de actina. 
 
15.9- Estudio de la reversibilidad de los efectos producidos por la inhibición 
farmacológica de la esfingomielina sintasa  
Para analizar la reversibilidad de los efectos inducidos por la inhibición de las SMSs sobre las 
uniones adherentes (UA) se realizaron cultivos primarios de células de TC, y se incubaron con 
el inhibidor farmacológico D609 (50 µM) durante 24 hs. Con el objeto de eliminar el inhibidor 
del medio, transcurridas las 24 hs de incubación se reemplazó el medio por medio de cultivo 
fresco y se incubó por 24 hs adicionales. Posteriormente, las células fueron procesadas para 
inmunocitoquímica y se marcaron con anticuerpos dirigidos contra vinculina y α-catenina. El 
análisis se realizó a través de microscopía de fluorescencia convencional. Se evaluó la 
formación de UA en las situaciones control, con D609 y después de la remoción del inhibidor.  
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RESULTADOS 
 
 
ESTUDIO DE LA REGULACIÓN FISIOLÓGICA DE LA VINCULINA EN 
 CELULAS DE TÚBULO COLECTOR DE LA PAPILA RENAL 
 
1. CARACTERIZACIÓN DEL MODELO DE ESTUDIO 
 
Los cultivos de células renales han sido ampliamente utilizados en las últimas décadas debido a 
que ofrecen la posibilidad de estudiar funciones del riñón en condiciones ambientales definidas, 
como por ejemplo la regulación hormonal y el desarrollo de los tejidos. En particular, el cultivo 
de células de los túbulos colectores renales provenientes de la papila renal ha sido aplicado a 
estudios metabólicos y bioquímicos como así también al transporte de iones con el objeto de 
investigar los mecanismos de regulación de agua y la excreción de electrolitos, necesarios para 
la formación de orina [159, 160].  
Como se mencionó en la introducción, las células de los túbulos colectores renales participan 
en la etapa final de concentración de la orina, y se encuentran expuestas de forma constante a 
concentraciones osmolares intersticiales altas y baja presión de oxígeno [168]. Para cumplir 
esta función, la preservación del tejido intacto, es decir el mantenimiento de las uniones entre 
las células y con el entorno que las rodea, es esencial. Las primeras investigaciones del grupo 
de trabajo, que sirvieron de base para el desarrollo de esta tesis, se centraron en el estudio de 
los contactos focales, la importancia del entorno lipídico donde se ensamblan, y su modulación 
por acción de la hormona intrarenal bradiquinina.  
Dado que el primer objetivo general de la presente tesis es profundizar el estudio de la 
regulación fisiológica de vinculina en los túbulos colectores de la papila, el primer capítulo se 
centra en caracterizar el modelo de estudio analizando las características de las células de 
túbulo colector de papila renal en las condiciones de cultivo que fueron utilizadas durante el 
desarrollo de la investigación. 
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1.1 Caracterización morfológica de las células de túbulo colector en cultivo 
primario 
Como se describió en la sección de materiales y métodos, los cultivos primarios de células del 
túbulo colector de papila renal se realizaron de acuerdo al protocolo descripto por Stokes et al 
[160]. Una vez extraídas las papilas, se cortaron en pequeños trozos y se disgregaron por acción 
de la enzima colagenasa. La acción enzimática se corroboró mediante observación 
microscópica de una gota de la suspensión. Como resultado de este procesamiento se liberaron 
estructuras tubulares intactas de la papila renal que corresponden a los túbulos colectores 
(Figura 12). 
 
 
 
 
Figura 12- Túbulos colectores aislados de la papila renal. Suspensión de túbulos colectores aislados de la 
papila renal luego de centrifugar las muestras a baja velocidad. (A) y (B) Imágenes de microscopía de 
contraste de fases que corresponden a diferentes campos. Aumento: 400X más zoom 1.6X 
 
El seguimiento del crecimiento celular se realizó a través de visualización de las colonias cada 
24 hs. Desde el punto de vista histológico, los túbulos colectores poseen un epitelio cúbico 
simple con un núcleo central. Como se observa en la Figura 13, a las 96 hs de cultivo, las 
células se organizan en colonias de gran tamaño, y se mantienen estrechamente unidas. Poseen 
en su mayoría una apariencia clara, los núcleos exhiben una cromatina laxa, y algunas células 
presentan vesículas citosólicas.  
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Sobre la base de estas observaciones, las características de las células en el cultivo primario son 
concordantes con las descriptas previamente por Stokes et al [160].  
 
 
 
 
Figura 13-Cultivo primario de células del túbulo colector de 96 hs de crecimiento. Imágenes de 
microscopía de contraste de fase. A) Campo captado con objetivo de 10X. El recuadro indica la zona elegida 
y amplificada para obtener una imagen de mayor tamaño. B) Zona elegida en la imagen (A) tomada con 
objetivo de 10X más zoom 1.6X. Se observan células claras formando una monocapa o lámina celular. La 
barra en la imagen representa 500 µm. 
 
 
1.2 Caracterización fenotípica de las células de túbulo colector en cultivo 
primario 
 
 
1.2 a) Caracterización de las células de túbulo colector mediante la unión de 
lectinas específicas 
La adquisición o pérdida secuencial de glicoconjugados puede considerarse como un marcador 
del estado de diferenciación, y para identificar células en tejidos complejos como son los 
túbulos renales. El uso y aplicación de las lectinas alcanzó gran importancia en las décadas de 
los ´70 y ´80 en donde la heterogeneidad celular de los tejidos no se podía llegar a comprender 
completamente sólo con técnicas histoquímicas [169, 170]. Por este motivo, se analizó el grado 
de pureza y de diferenciación de las células de túbulo colector en cultivo según la capacidad de 
unir lectinas específicas. Las más ampliamente utilizadas para este fin son la lectina Dolichos 
Biflorus Aglutinin (DBA) y la lectina Griffonia Simplicifolia Lectin I (BSL-I). La lectina DBA 
se une específicamente a N-acetilgalactosamina-α 1,3 N-acetilgalactosamina, que se halla 
presente en células de túbulo colector pero no en las células del intersticio renal. 
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Contrariamente, la lectina BSL-I se une específicamente a α-N-acetilgalactosamina-α D 
galactosa que se halla presente en la membrana de las células intersticiales y no en los túbulos 
colectores [160, 171, 172]. Durante su maduración, las células del túbulo colector adquieren el 
glicoconjugado que reconoce DBA y pierden el que reconoce BSL-I [160, 171, 172, 173]. 
Transcurridas las 96 hs de cultivo, se aplicaron técnicas de inmunocitoquímica de doble 
marcado combinando ambas lectinas, y posteriormente, la lectina DBA con un anticuerpo 
dirigido contra citoqueratina 7 (CK7), la cual forma parte de los filamentos intermedios y se 
expresa en células de estirpe epitelial; y con un anticuerpo dirigido contra vinculina, la cual 
forma parte de las uniones adherentes (UA) y de los contactos focales. Como se mencionó, la 
formación de las UA resulta fundamental en la adquisición y en el mantenimiento de la 
estructura y polarización de la célula epitelial [17, 18], como así también, de la arquitectura 
tisular [19, 20]. 
Se observó que las células que unen DBA con gran intensidad también expresan CK7, y 
vinculina en las UA, pero no se tiñen con BSL-I (Figura 14). En la Figura 14A, A' y A" se 
observa que la mayoría de las células presentan marcación positiva para DBA pero no para 
BSL-I. Las células DBA positivas con marcación intensa, corresponden a células totalmente 
diferenciadas provenientes de los túbulos colectores aislados. En la Figura 14B, B' y B" se 
observa que todas las células expresan al marcador epitelial CK-7, pero la marcación con DBA 
no es homogénea. De forma similar, en la Figura 14C, C' y C" se observa que todas las células 
expresan vinculina en el citosol, formando parte de los contactos focales y distribuyéndose de 
forma homogénea en los bordes de las células, reflejando la integridad de las UA. Pero la 
marcación con DBA tampoco es homogénea. Si bien algunas presentan una tinción intensa para 
DBA otras tienen una marcación débil. Estas últimas, que a las 96 hs de cultivo representan una 
minoría, corresponden a células en tránsito a la diferenciación. Se trataría de células jóvenes 
que aún no expresan los glicoconjugados típicos de las células del TC totalmente diferenciadas. 
 
 
1.2 b) Análisis de la presencia del cilio primario  
Como se indicó en la introducción, las células de los túbulos colectores totalmente 
diferenciados desarrollan un cilio primario. Con el objeto de investigar si las células del TC 
poseen este grado de madurez luego de 96 hs de cultivo, las células fueron inmunomarcadas 
con un anticuerpo anti-tubulina acetilada, que es una proteína que conforma al cilio primario. 
Como se observa en la Figura 15, la mayoría de las células dan resultado positivo (Figura 15B- 
flechas), reflejando el alto grado de madurez de las células en el cultivo. 
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Figura 14-Análisis fenotípico de las células de túbulo colector en cultivo primario de 96 hs de 
crecimiento. Las células fueron inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos contra las proteínas citoqueratina-
7 (CK7) y vinculina (verdes), y con las lectinas DBA (rojo) y BSL-I (verde). Los núcleos se colorearon con 
Hoechst 33258 (azul). Se observan dos poblaciones celulares: células totalmente diferenciadas con marcación 
intensa para DBA que no unen BSL-I, que expresan CK-7 y vinculina; y células en proceso de diferenciación 
con marcación para DBA débil pero que expresan CK-7 y vinculina. La barra representa 100 µM. 
 
Por lo tanto, los resultados estarían indicando que las células de túbulo colector de papila renal 
de rata en cultivo primario de 96 hs de crecimiento poseen características morfológicas y 
fenotípicas compatibles con un tejido renal maduro. Esto se desprende del alto grado de 
asociación de las células, de la expresión del marcador de estirpe epitelial, la formación de 
uniones adherentes, de la unión a lectinas, y del desarrollo de un cilio primario.  
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Figura 15- Análisis de la presencia del cilio primario. Las células de túbulo colector en cultivo primario 
fueron inmunomarcadas con un anticuerpos dirigido contra tubulina acetilada (rojo). El recuadro en (A) indica 
una zona de la colonia amplificada (B) para facilitar la observación de los cilios señalados con puntas de 
flechas. Los núcleos se colorearon con Hoechst 33258 (azul). La barra representa 100 µM. 
 
2. EFECTO DE LA BRADIQUININA SOBRE LOS CONTACTOS FOCALES EN 
CÉLULAS DE TUBULO COLECTOR DE LA PAPILA RENAL 
 
Como se mencionó en la introducción, en los últimos años, el grupo de trabajo cuyos resultados 
permitieron el desarrollo de la presente tesis, ha estudiado el rol que ejerce la hormona 
intrarenal bradiquinina (BK) sobre los contactos focales (CF). Utilizando como modelo 
experimental cultivos primarios de células de túbulo colector de papila renal se demostró que 
esta hormona modula los CF al inducir una reestructuración de los mismos de manera 
reversible, movilizando vinculina -pero no talina- por un mecanismo dependiente de la PLC β. 
Se observó que a tiempos cortos de estimulación con BK (1 y 5 min) se produce una 
disminución del número de CF inmunomarcados con vinculina por célula, y a tiempos 
prolongados de estimulación (10 min) estos se recomponen [75]. Además, la reestructuración 
de los CF está acompañada de la formación de vesículas en el citosol que contienen vinculina y 
fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) [146] (Figura 16). Estas vesículas, mediante una vía 
polarizada de exocitosis, transportan vinculina a los sitios de armado de los CF, por un 
mecanismo que depende de la integridad del citoesqueleto de actina [146]. Estos resultados 
motivaron a realizar la caracterización de estas vesículas con el fin de plantear un modelo de 
distribución intracelular de vinculina en este tipo celular. 
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Figura 16- Efecto de la bradiquinina (BK) sobre los contactos focales (CF) en células de túbulo colector 
de papila renal. Células de túbulo colector de papila renal en cultivo primario estimuladas con BK durante 1, 
5 y 10 min, inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos contra vinculina y PI(4,5)P2,y posterior análisis por 
microscopía confocal. En las células control, las flechas señalan a los CF. Al estimular las células durante 1 y 
5 min con BK la cantidad de CF disminuye. A los 10 min de estimulación se observan vesículas más 
dispersas en el citosol, más próximas a la membrana, y la formación de CF, indicados con flechas. Los 
insertos muestran zonas amplificadas para facilitar la observación de la gran cantidad de vesículas en el 
citosol. Se muestras imágenes representativas de tres experimentos. La barra representa 20 m. 
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3. ESTUDIO DE LAS VESÍCULAS QUE CONTIENEN VINCULINA EN CÉLULAS 
DE TÚBULO COLECTOR DE LA PAPILA RENAL 
 
3.1 Aislamiento de las vesículas que contienen vinculina  
Esta descripto que la vinculina forma parte de un pool citosólico y de un pool citoesquelético, y 
este último corresponde a la vinculina presente en los contactos focales (CF) y en las uniones 
adherentes (UA) [80, 86]. Clásicamente, el pool citosólico corresponde a la conformación 
autoinhibida soluble de la proteína [58]. Trabajos realizados en nuestro laboratorio han 
demostrado que en las células de túbulo colector de la papila renal, este pool citosólico está 
formado además por vinculina asociada a vesículas [146]. En este tipo celular, a tiempos cortos 
de estimulación con BK, la mayor parte de la vinculina se disipa de los CF y se acumula en la 
región perinuclear. A los 10 min, los CF inmunomarcados con vinculina se rearman. Se observa 
claramente en el citosol de las células la presencia de vesículas conteniendo vinculina (Figura 
16). Con el objeto de estudiar en profundidad las características bioquímicas de dichas 
vesículas, se puso a punto un protocolo de aislamiento y purificación de las mismas, basado en 
métodos inmunomagnéticos, cuyo esquema se halla representado en la Figura 8 en el capítulo 
de materiales y métodos. Tal como se detalla en el capítulo de materiales y métodos, se 
utilizaron esferas magnéticas recubiertas con un anticuerpo monoclonal dirigido contra 
vinculina. Como material de partida, se utilizó el sobrenadante postnuclear (SPN) o la fracción 
microsomal obtenida de cortes de papila renal de 0.5 mm de espesor incubados con BK 1 μM 
durante 5 minutos.  
En una primera etapa, se analizó la presencia de vinculina en la fracción microsomal y 
citosólica. También se estudió la presencia de la enzima ATPasa Na+/K+ como marcador 
específico de la fracción microsomal para validar la separación de las fracciones subcelulares. 
Como puede observarse en la Figura 17, vinculina se encuentra presente tanto en la fracción 
microsomal (M) como en la citosólica (C), mientras que la ATPasa Na+/K+ casi no se detecta en 
la fracción citosólica. 
 
 
 
Figura 17- Distribución de vinculina en la fracción microsomal (M) y citosólica (C). Western Blot 
mostrando la distribución de vinculina en ambas fracciones subcelulares obtenidas de células del túbulo 
colector de papila renal según el protocolo experimental descripto en el capítulo de materiales y métodos. Se 
muestra una imagen correspondiente a un resultado representativo de tres experimentos.  
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A continuación, se ensayaron dos protocolos experimentales de aislamiento y purificación 
provistos por el fabricante: el método directo (D), el cual se aplica cuando los epítopes se 
encuentran expuestos, y el método indirecto (I), para detectar en la membrana tanto los epítopes 
expuestos como los no expuestos. Luego de someter el tubo al imán, se obtuvieron dos 
fracciones: la fracción unida que contiene las vesículas de vinculina unidas a las esferas 
magnéticas, y la fracción no unida que corresponde al sobrenadante. Para verificar el éxito del 
aislamiento se analizó por Western Blot la presencia de vinculina en la fracción unida. Como 
se observa en la Figura 18, se obtuvo una señal positiva luego de aplicar ambos protocolos, lo 
que sugiere que la vinculina podría estar expuesta en la cara citosólica de las vesículas. Como 
control positivo, para realizar el Western Blot se sembró una alícuota de la fracción microsomal 
(M) utilizada como material de partida. Debido a la rapidez y eficiencia de aislamiento, se 
decidió utilizar el método directo para el resto de los análisis. 
 
 
Figura 18- Comparación de los métodos directo (D) e indirecto (I). Western Blot mostrando el resultado 
del inmunoaislamiento de vesículas que contienen vinculina por ambos métodos, utilizando como material de 
partida la fracción microsomal (M) obtenida de células del túbulo colector de papila renal según el protocolo 
experimental descripto en el capítulo de materiales y métodos. Se muestra una imagen correspondiente a un 
resultado representativo. 
 
A continuación, se aislaron las vesículas utilizando como material de partida el sobrenadante 
postnuclear (SPN), y se analizó mediante Western Blot la presencia de vinculina tanto en la 
fracción unida (Bound-B) como en la no unida (Not Boud-NB) a las esferas magnéticas. Como 
era de esperar, vinculina fue detectada tanto en el SPN como en la fracción unida, pero también 
se observó una señal positiva en la fracción no unida (Figura 19A). Esta señal muy 
probablemente corresponda al gran pool citosólico de vinculina libre preexistente, no asociado 
a vesículas, que se observa claramente en la Figura 17. 
Como control de especificidad del método, se utilizó para recubrir las esferas magnéticas un 
anticuerpo irrelevante, como lo es el anticuerpo monoclonal anti-ciclina D. En el Western Blot 
de la Figura 19B se observa la falta de señal positiva en la calle correspondiente al producto de 
este aislamiento (Bi), en contraste con la banda que aparece cuando se utilizó un anticuerpo 
anti-vinculina (B), lo que refleja la especificidad del método de aislamiento.  
 
Resultados 
50 
 
 
 
Figura 19- A) Análisis de las fracciones unida (B) y no unida (NB) a las esferas magnéticas. Western Blot 
que muestra la presencia de vinculina en ambas fracciones utilizando como material de partida (SM) el 
sobrenadante posnuclear obtenido de células del túbulo colector de papila renal según el protocolo 
experimental descripto en el capítulo de materiales y métodos. Se muestra una imagen correspondiente a un 
resultado representativo. B) Análisis de la especificidad del método de aislamiento basado en esferas 
inmunomagnéticas. Western Blot que muestra la ausencia de vinculina en la calle correspondiente al 
producto del aislamiento utilizando esferas magnéticas recubiertas con un anticuerpo anti ciclina-D (Bi). Las 
señales positivas corresponden a la vinculina presente en la fracción microsomal (M) que se usó como 
material de partida, y a la presente en las vesículas cuando se utilizó en el aislamiento un anticuerpo anti 
vinculina (B) para recubrir las esferas magnéticas. Se muestra una imagen correspondiente a un resultado 
representativo.  
 
 
3.2 Análisis morfológico de las vesículas por microscopía electrónica  
Con el objeto de utilizar un criterio morfológico para corroborar la eficiencia y la especificidad 
del método inmunomagnético, se realizó un análisis mediante microscopia electrónica de 
transmisión de la fracción unida a las esferas magnéticas. Se analizaron los productos del 
inmunoaislamiento en dos situaciones experimentales distintas: utilizando esferas en las cuales 
se omitió el recubrimiento con el anticuerpo, y esferas recubiertas con el anticuerpo anti 
vinculina. 
En la imagen de la Figura 20a se observa la ausencia de estructuras vesiculares asociadas a las 
esferas magnéticas no recubiertas con anticuerpos. De esta manera se comprobó que las 
vesículas no se unen a las esferas en forma inespecífica. Por el contrario, en las imágenes de las 
Figuras 20b y 20c se observa claramente estructuras de membrana de pequeño tamaño 
asociadas a las esferas recubiertas con el anticuerpo anti vinculina. Estas estructuras 
corresponden a las vesículas aisladas por el método directo. Las vesículas inmunoadsorbidas a 
la superficie de las esferas magnéticas son pequeñas y su contenido es poco electrodenso.  
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Figura 20-Caracterización morfológica de las vesículas inmunoaisladas. Las muestras se prepararon para 
microscopía electrónica utilizando los procedimientos estándares descriptos en el capítulo de materiales y 
métodos. En las microelectrografías se muestran las fracciones unidas luego de utilizar: (a) esferas magnéticas 
en donde el anticuerpo primario fue omitido, y (b-c) esferas recubiertas con anticuerpo anti vinculina. Se 
muestra la vista parcial de las esferas magnéticas seccionadas. Barra, 1 μm (10.000X) 
 
 
3.3- Estudio de la orientación de la vinculina en la membrana de  las vesículas 
De acuerdo a los resultados obtenidos en la puesta a punto de los métodos de 
inmunoaislamiento directo e indirecto, la vinculina parecería estar asociada a la cara citosólica 
de la membrana de las vesículas. Para corroborar esta hipótesis, y definir la orientación de la 
proteína en la membrana, se realizó el ensayo de protección a la hidrólisis por tripsina 
(proteasa). Para ello se utilizó como material de estudio la fracción microsomal aislada de 
cortes de papila renal según se detalla en el capítulo de materiales y métodos. Esta fracción se 
incubó con concentraciones crecientes de tripsina, con el agregado o no de Tritón X-100. 
Mediante ultracentrifugación se obtuvo un pellet, que contiene las proteínas resistentes a la 
tripsina, y un sobrenadante. La presencia de vinculina se analizó por Western Blot. En contraste 
con las bandas de vinculina presentes en las muestras tratadas con PBS, no se observa señal 
positiva en las muestras tratadas con ambas concentraciones de tripsina, incluso en ausencia de 
Tritón X-100 (Figura 21). Este resultado indica que la vinculina se asocia a la cara citosólica de 
la membrana vesicular, y por este motivo es sensible a la hidrólisis con tripsina. Para validar el 
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experimento se utilizó como control un anticuerpo dirigido contra el dominio externo de la 
subunidad β de la ATPasa Na+/K+. Esta enzima es una proteína transmembrana. De forma 
similar al resultado obtenido en el análisis de vinculina, se observa señal positiva para la 
enzima en las muestras tratadas solo con PBS (Figura 21). 
 
 
Figura 21- Ensayo de protección a la hidrólisis por tripsina. Las fracciones microsomales fueron 
incubadas con concentraciones crecientes de tripsina, en presencia o no de Tritón X-100 según el protocolo 
explicado en el capítulo de materiales y métodos. La presencia de vinculina y de la subunidad β de la ATPasa 
Na
+
/K
+
 fueron analizadas mediante Western Blot. Los resultados corresponden a uno de tres experimentos 
independientes. (P) pellet, (T) Tritón X-100 
 
 
3.4 Estudio de la naturaleza de asociación de vinculina con la membrana de 
las vesículas 
En general, las proteínas interactúan con las membranas de tres maneras distintas. Pueden estar 
asociadas a las membranas de forma integral (proteínas transmembrana), unidas 
covalentemente a un lípido, o de forma periférica a través de interacciones iónicas u otras no 
covalentes débiles. En general, las proteínas periféricas pueden ser removidas de la membrana 
con soluciones de gran fuerza iónica (soluciones salinas concentradas), que rompen los enlaces 
iónicos. A diferencia de las proteínas integrales, la mayoría de las proteínas periféricas son 
solubles en soluciones acuosas y no requieren disolución con detergentes, como sí lo requieren 
las proteínas integrales.  
 
Con el objeto de estudiar la naturaleza de la asociación de vinculina a la membrana, se 
realizaron ensayos bioquímicos de extracción de proteínas con soluciones de fuerza iónica 
creciente, y de pH alcalino, y ensayos de partición con Tritón X-114. Se utilizó como material 
de estudio la fracción microsomal aislada de cortes de papila renal según se detalla en la 
sección de materiales y métodos. Se incubó esta fracción con PBS, soluciones de alto contenido 
salino (1.0 – 3.0 M KCl) o pH elevado (0.5 y 0.1 M Na2CO3 pH 10), y por ultracentrifugación 
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se obtuvo un pellet, donde se ubican las proteínas resistentes a la extracción, y un sobrenadante, 
que contiene las proteínas sensibles a la extracción. La presencia de vinculina se analizó por 
Western Blot. En la Figura 22A se muestran los resultados del tratamiento de la fracción 
microsomal con soluciones alcalinas de KCl. Se observa la banda correspondiente a vinculina 
en el pellet (P) y en el sobrenadante (S) de las muestras tratadas con PBS (control). Pero se 
observa en el sobrenadante, que a mayor fuerza iónica, es mayor la cantidad de vinculina 
extraída de la membrana de las vesículas, hecho que se ve reflejado por la intensidad creciente 
de las bandas. Se obtuvo un resultado similar cuando se sometió a las muestras a 
concentraciones crecientes de Na2CO3. Se observa que una concentración baja como de 0.5 M 
resultó ser suficiente para provocar la liberación de vinculina de la membrana (Figura 22B). 
Estos resultados reflejan el efecto del cambio de pH en la desestabilización de las uniones 
electrostáticas entre las proteínas y las membranas. La gran sensibilidad a la acción de 
soluciones de alta fuerza iónica y a cambios de pH sugiere que el tipo de asociación de la 
vinculina con la membrana de las vesículas es de tipo electrostática. 
 
 
 
Figura 22- Características de la asociación de vinculina a la membrana de las vesículas. En (A) se 
muestra la extracción con soluciones de alta fuerza iónica y en (B) con pH alcalino de la fracción microsomal 
obtenida según el protocolo explicado en el capítulo de materiales y métodos. La presencia de vinculina fue 
analizada mediante Western Blot. Los resultados corresponden a uno de tres experimentos independientes. (P) 
pellet, (S) sobrenadante. Se muestran diferentes partes de la misma membrana.  
 
Para completar el estudio de la naturaleza de la asociación de vinculina a la membrana de las 
vesículas se aplicó un ensayo de partición de fases con Tritón X-114 [163]. Las soluciones de 
Tritón X-114 son homogéneas a 0ºC y se separan en dos fases (una acuosa y una detergente) 
por encina de 20ºC (Cloudy point precipitation). Las proteínas periféricas hidrosolubles se 
ubican en la fase acuosa, y las proteínas integrales anfipáticas, en la fase detergente. Se utilizó 
como material de estudio la fracción microsomal aislada de cortes de papila renal según se 
detalla en la sección de materiales y métodos. Como control positivo de proteína integral de 
membrana se usó el receptor de transferrina (RTf). La presencia de vinculina y de RTf se 
analizó por Western Blot. Los resultados indican que la vinculina se ubica exclusivamente en la 
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fase acuosa, mientras que su presencia en la fase de detergente fue casi indetectable. 
Contrariamente, la señal de RTf que se detecta en la fase detergente es mucho mayor a la 
presente en la fase acuosa (Figura 23).  
 
 
Figura 23- Ensayo de partición de fases con Tritón X-114. Se muestra el resultado del ensayo de partición 
de fases con Tritón X-114 de la fracción microsomal (M). Se analizaron volúmenes iguales de la fase acuosa 
(Aq) y de la fase detergente (Det) para detectar vinculina y el receptor de transferrina (RTf). Los resultados 
corresponden a uno de tres experimentos independientes. 
 
 
3.5- Caracterización bioquímica de las vesículas que contienen vinculina  
 
3.5-a) Análisis de la presencia de marcadores del compartimento endosomal de 
reciclaje  
Como se ha mencionado, la BK ejerce un efecto modulatorio sobre los contactos focales (CF) 
de células del túbulo colector de la papila renal, movilizando vinculina por un mecanismo que 
involucra la hidrólisis de PIP2 por activación de la PLC [75]. Este proceso ocurre con la 
aparición simultánea en el citosol de vesículas que contienen vinculina, PIP2 y el receptor de 
transferrina (RTf) [146]. Las Rab GTPasas se asocian específicamente con ciertas organelas. 
Rab 5 está presente en los endosomas tempranos [139, 143], y Rab 11 en el compartimiento de 
reciclaje [136, 139]. Puesto que después de la internalización, el RTf pasa por los endosomas 
tempranos y de reciclaje [174], ambas moléculas son usadas con frecuencia como herramientas 
para visualizar este compartimiento.  
En una primera etapa realizamos Western Blots para analizar la presencia de proteínas 
involucradas en el tráfico vesicular, en las vesículas aisladas mediante el método 
inmunomagnético. Teniendo en cuenta que se ha descripto la participación de Rab 11 en el 
reciclaje de transferrina [175], y que Rab 5 se localiza en los endosomas tempranos, se estudió 
si Rab 5 y Rab 11 coprecipitan con vinculina durante el inmunoaislamiento.  
Es sabido que los fosfoinosítidos cumplen un rol importante en la definición de la identidad de 
las membranas [175], y que el PIP2 es una molécula esencial para que vinculina participe en la 
formación de los CF [58]. Además, trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado 
que en las células del túbulo colector de la papila renal, la disminución de la producción de PIP2 
altera el reclutamiento de vinculina hacia los CF [113, 114]. Por lo tanto, utilizando un 
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anticuerpo específico dirigido contra PIP2 se evaluó la presencia del fosfoinosítido en las 
vesículas inmunoaisladas. Como control negativo (C) se utilizaron esferas no recubiertas con el 
anticuerpo anti-vinculina. Se comprobó que además del RTf, las vesículas contienen Rab 5 y 
Rab 11 (Figura 24). Estos resultados sugieren que las vesículas que transportan vinculina 
forman parte del compartimiento endosomal de reciclaje. También se observó una banda de 
~116 kDa, que corresponde a PIP2 unido a vinculina. No se detectó señal positiva en el control 
negativo de las muestras analizadas (Figura 24).  
 
 
 
Figura 24- Análisis bioquímico de las vesículas. Las vesículas unidas a las esferas magnéticas (Bound: B) 
se analizaron mediante Western Blot. Las membranas se incubaron con anticuerpos dirigidos contra las 
proteínas indicadas. Como control negativo (C) se usaron esferas magnéticas donde se omitió el anticuerpo 
anti-vinculina.  
 
 
3.5-b) Análisis de la presencia de proteínas de los contactos focales en las 
vesículas aisladas 
Como se describió en los antecedentes que dieron lugar al desarrollo de este trabajo de tesis, en 
las células de túbulo colector de papila renal, la vinculina se asocia a talina en los CF que se 
localizan en los microdominios DRM de membrana [113, 114], y después del tratamiento con 
BK, mientras que la vinculina se disipa de los CF, la talina permanece asociada a la membrana 
plasmática [75]. También se ha descripto que este proceso ocurre con la aparición simultánea 
en el citosol de vesículas que contienen vinculina, PIP2, el receptor de transferrina, y proteínas 
que participan en la vía endosomal de reciclaje, Rab 5 y Rab 11. Por lo tanto, es de esperar que 
la molécula de talina no se halle presente en las vesículas que contienen vinculina. Otra 
proteína que cumple un rol importante y forma parte de los CF es paxilina [176]. Con el fin de 
investigar si las vesículas contienen talina y paxilina, se aislaron por el método 
inmunomagnético vesículas conteniendo vinculina, utilizando como material de partida el 
sobrenadante posnuclear (SPN) según el protocolo explicado en la sección de materiales y 
métodos. Como control positivo de la presencia de ambas proteínas se utilizó la fracción 
microsomal. En el Western Blot se sembró una alícuota de la fracción unida (que contiene las 
vesículas) y no unida que se obtienen al aplicar el protocolo de inmunoaislamiento. Como se 
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observa en la fracción de vesículas unida, no se obtuvo señal positiva para ninguna de las 
proteínas (Figura 25). Para corroborar este resultado, se duplicó la cantidad de proteínas 
sembradas de la fracción de vesículas, obteniendo similar resultado. En el caso de la fracción 
no unida, la falta de señal positiva para talina y paxilina no se debió a una dilución de las 
mismas en el volumen de muestra analizado, dado que si se pudo detectar la presencia de 
vinculina en las mismas condiciones experimentales (Figura 19A). Es probable que la señal 
negativa se deba al hecho de que cuando talina y paxilina se encuentran libres en el citosol, son 
rápidamente degradas por la enzima calpaína [177] y por esta razón no pudieron ser detectadas 
en el Western Blot. 
 
 
Figura 25- Análisis de la presencia de talina y paxilina en las vesículas que contienen vinculina. Como 
material de partida para el inmunoaislamiento de las vesículas se utilizaron 200 µg de proteínas del 
sobrenadante postnuclear (SPN). Como control positivo se sembraron alícuotas de la fracción microsomal 
(M) y del SPN que se utilizó como material de partida para el aislamiento de las vesículas, de la fracción de 
vesículas unida a las esferas magnéticas (B), y de la fracción no unida (NB). Se muestra un Western Blot 
representativo de tres experimentos independientes. 
 
En resumen, la presencia en las vesículas de señales positivas para el RTf, Rab 5 y Rab 11, al 
igual que para PIP2 asociado a vinculina, sugiere que en el proceso de internalización de 
vinculina, inducida por la acción de BK, participan los endosomas tempranos, que contienen 
Rab 5, y el compartimiento de reciclaje endosomal, que contiene Rab 11 y el RTf. La ausencia 
en las vesículas, tanto de talina como de paxilina, se corresponde con la selectividad de BK de 
inducir la movilización de vinculina, y no del resto de las proteínas del CF. 
 
 
3.5 -c) Caracterización de las vesículas mediante espectrometría de masa  
Para realizar una caracterización más detallada del contenido de las vesículas, se implementó 
una estrategia experimental para aislar una cantidad de vesículas adecuada para ser analizada 
mediante espectrometría de masa. Para ello, partiendo de cortes de papila renal previamente 
incubados con BK, se aplicó un protocolo de centrifugación diferencial, del cual se obtuvo una 
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fracción de membranas de alta densidad (High Density-HD), y una fracción de membranas de 
baja densidad (Low Density-LD). De acuerdo a la literatura, esta última fracción es libre de 
membrana plasmática [178]. Para el inmunoaislamiento de vesículas se utilizó como material 
de partida la fracción de membranas de baja densidad (Low Density-LD). En la Figura 26A se 
muestra un gel de electroforesis de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) donde se observa el perfil proteico de las diferentes fracciones de membrana obtenidas 
luego de aplicar el protocolo de centrifugación diferencial explicado en el capítulo de 
materiales y métodos. Para corroborar la especificidad del aislamiento de las vesículas que 
contienen vinculina, se analizó mediante Western Blot la presencia de vinculina en alícuotas 
del sobrenadante de la centrifugación que se realizó a 4000 g por 10 minutos (SN), de las 
fracciones de alta densidad (HD) y baja densidad (LD), y de las vesículas inmunoaisladas a 
partir de LD. Se observó una banda positiva para vinculina no solo en las vesículas aisladas, 
sino también en las fracciones SN, HD y LD, pero con diferente intensidad (Figura 26B). La 
señal positiva de la fracción HD podría corresponder a vinculina asociada a la membrana 
plasmática presente en la fracción microsomal, mientras que en la fracción LD representaría a 
la vinculina asociada a las vesículas.  
 
 
Figura 26- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y Western Blot mostrando las diferentes fracciones 
obtenidas a partir de la centrifugación diferencial. A) Muestras de sobrenadante (SN) obtenida de la 
centrifugación a 4000 g durante 10 minutos; fracción de alta densidad (HD) y baja densidad (LD) obtenidas 
como se describió en la sección de materiales y métodos. Se sembraron igual cantidad de proteínas totales (50 
µg) de cada muestra en geles de SDS-PAGE del 10% y se colorearon con Coomassie blue. B) Análisis de la 
presencia de vinculina en muestras SN, HD, LD y vesículas aisladas de la fracción LD. Se sembraron 
cantidades iguales de proteínas (40 µg). Las bandas indicadas con asteriscos corresponden a las cadenas de 
IgG pesada (55 kDa) y liviana (25 kDa). Se muestra una membrana representativa.  
 
Con el fin de analizar a las proteínas asociadas a las vesículas por espectrometría de masa, las 
mismas fueron aisladas a partir de la fracción LD y posteriormente sometidas a electroforesis 
(SDS-PAGE) (Figura 27). Las bandas de color con un peso molecular ≥ 40 kDa fueron cortadas 
en bloques, y luego cada bloque fue sometido a un proceso de tripsinización en el propio gel y 
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posterior elusión de los péptidos resultantes. Los péptidos de cada fragmento del gel fueron 
estudiados mediante espectrometría de masa. Las proteínas fueron identificadas mediante 
comparación con la base de datos SwissProt utilizando el software BioWorks, versión 3.1. En 
la Tabla 1 se muestra la lista de proteínas con un peso molecular ≥ 40 kDa, que fueron 
identificadas a partir de dos o más componentes peptídicos o un péptido y la inspección manual 
del espectro. Se pudo identificar en las vesículas la presencia de proteínas que participan en el 
tráfico vesicular como así también proteínas del citoesqueleto, como actina, y varias proteínas 
relacionadas con actina (α-actinina-4), proteínas motoras de actina (miosina-9) y proteínas de 
los microtúbulos. Además, las vesículas también contienen proteínas residentes del retículo 
endoplasmático, consistente con la presencia de vinculina en el retículo endoplásmico rugoso 
donde se sintetiza. También se detectó la presencia de varias proteínas mitocondriales (sub-
unidades alfa y beta de la ATP-sintasa), y proteínas inespecíficas (proteínas heat-shock y 
albúmina sérica). Probablemente estas últimas solo se asocian a las membranas vesiculares por 
sus propiedades físico-químicas, pero no participan en el proceso de tráfico vesicular.  
Del análisis de los resultados expuestos concluimos que las vesículas que contienen vinculina 
son heterogéneas e incluyen fragmentos del retículo endoplásmico rugoso. 
 
 
Figura 27- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para análisis de las vesículas a través de LC-MS/MS. 
Las vesículas que contienen vinculina fueron aisladas utilizando el método inmunomagnético a partir de la 
fracción LD (1000 µg de proteínas). Las muestras fueron sometidas a SDS-PAGE en geles del 10% y 
coloreadas con Coomassie blue. Las bandas de color con un peso molecular ≥ 40 kDa (recuadro ro o) fueron 
cortadas en bloques para la trispsinización en gel y posterior análisis mediante LC-MS/MS. 
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Tabla 1 
Resumen de las proteínas identificadas que se asocian con las vesículas que contienen vinculina en 
células del túbulo colector de la papila renal. Las bandas de color con un peso molecular ≥ 40 kDa 
fueron cortadas en bloques, y luego cada bloque fue sometido a un proceso de tripsinización en el 
propio gel y posterior elusión de los péptidos resultantes. Los péptidos de cada fragmento del gel 
fueron estudiados mediante espectrometría de masa. Las proteínas fueron identificadas mediante 
comparación de dos o más componentes peptídicos o un péptido y la inspección manual del 
espectro utilizando la base de datos SwissProt y el software BioWorks, versión 3.1.  
 
 
Proteínas en orden de peso molecular decreciente 
 
Miosina-9 
Vinculina 
Proteína Heat shock HSP 90-beta 
Proteína Heat shock HSP 90-alfa 
Gelsolina 
Alfa-actinina-4 
ATPasa transicional del retículo endoplasmático 
Calnexina 
Albúmina sérica 
Proteína Heat shock cognado 71 kDa 
Proteína Heat shock 70 kDa 1A/1B 
ATP-sintasa subunidad alfa, mitocondrial 
Tubulina Beta-cadena 4B 
Tubulina Alfa-cadena 1B 
Ig Gamma-cadena 1-región C 
ATP-sintasa subunidad beta, mitocondrial 
Tubulina Beta-cadena 5 
Tubulina alfa-cadena 1A 
Actina, citoplasmática 1 
Actina, citoplasmática 2 
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4. ANÁLISIS DE LA DINÁMICA DE DISTRIBUCIÓN DE LAS VESÍCULAS QUE 
CONTIENEN VINCULINA 
 
Como se indicó en el capítulo 2 de resultados, la hormona bradiquinina (BK) induce la 
acumulación perinuclear de vinculina asociada a vesículas al tiempo de 1 min de estimulación, 
a los 5 min se distribuye en el citosol, y a los 10 min se localiza en la periferia celular, más 
cercana a la membrana plasmática. Con el objeto de estudiar la dinámica de la formación de las 
vesículas que contienen vinculina, se realizó un estudio de la distribución intracelular de las 
mismas analizando el grado de colocalización de vinculina con las proteínas que participan en 
la vía de reciclaje endosomal (Rab 5 y Rab 11), que como se describió en el capítulo anterior, 
forman parte de las vesículas. Para ello, se realizaron cultivos primarios que fueron tratados con 
BK durante 1, 5 y 10 min. Luego, a través de ensayos de doble inmunomarcación, se estudió la 
colocalización de vinculina con el marcador de los endosomas tempranos (Rab 5) y con el 
marcador del compartimiento de reciclaje endosomal (Rab 11) [139]. Las células se analizaron 
mediante microscopía confocal, y el estudio del grado de colocalización se llevó a cabo en dos 
regiones celulares definidas: en la zona perinuclear y en la zona marginal. Una forma de 
obtener un valor numérico de la colocalización es a través del coeficiente de colocalización de 
Manders (Manders' Overlap Coefficient–MOC) [166]. El mismo se expresa en valores que van 
de 0 a 1, por lo que un valor de MOC ≥ 0.7 es indicativo de colocalización. Para el análisis 
cuantitativo se tomaron secciones ópticas confocales correspondientes a la región medial de las 
células desde el lado basal, debido a que es la zona donde se acumula la mayor parte de las 
vesículas.  
 
En la imagen de superposición de la Figura 28 se detecta la presencia de colocalización entre 
vinculina y Rab 5 en color amarillo. Esta colocalización puede observarse con mayor facilidad 
en la imagen de segmentación, donde solo se visualizan las zonas de colocalización en color 
blanco, y en las ampliaciones de zonas de interés indicadas con un inserto. El análisis de MOC 
demostró un alto grado de colocalización entre vinculina y Rab 5, incluso en los controles 
(células sin tratar con BK), tanto en las regiones perinuclear como marginal de las células 
(Figura 28 y Figura 30A). 
 
También, se observó colocalización entre vinculina y Rab 11 en la región perinuclear tanto en 
las células tratadas con BK como en las células sin tratar (Figura 29). En la región marginal, 
ambas proteínas solo colocalizan a los 5 y 10 min de estimulación como se muestra en la Figura 
30B.  
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Figura 28- Expresión de Rab 5 en las vesículas que contienen vinculina. Descripción de la figura en 
página 63. 
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Figura 29- Expresión de Rab 11 en las vesículas que contienen vinculina. Descripción de la figura en 
página 63. 
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Figura 28- Expresión de Rab 5 en las vesículas que contienen vinculina. Cultivos sub-confluentes fueron 
estimulados con BK 1μM durante 1, 5 y 10 minutos. Después de la fijación, las células fueron 
inmunomarcadas con anticuerpos contra vinculina (rojo) y Rab 5 (verde). Se muestra la colocalización del 
doble color entre vinculina y Rab 5 en un plano focal, y en la columna de la derecha las imágenes de 
segmentación. Los insertos indican zonas de interés ampliadas para facilitar la observación de las vesículas en 
color amarillo. Obsérvese la movilización de las vesículas desde la zona perinuclear hacia la periferia celular 
en los tiempos prolongados de estimulación con BK (5 y 10 min). El análisis de colocalización fue realizado 
utilizando el módulo de colocalización del software Image-Pro Plus. Las imágenes son representativas de tres 
experimentos independientes. Barra: 20 µm.  
 
 
Figura 29- Expresión de Rab 11 en las vesículas que contienen vinculina. Cultivos sub-confluentes fueron 
estimulados con BK 1μM durante 1, 5 y 10 minutos. Después de la fi ación, las células fueron 
inmunomarcadas con anticuerpos contra vinculina (rojo) y Rab 11 (verde). Se muestra la colocalización del 
doble color entre vinculina y Rab 11 en un plano focal, y en la columna de la derecha las imágenes de 
segmentación. Los insertos indican zonas de interés ampliadas para facilitar la observación de las vesículas en 
color amarillo. El análisis de colocalización fue realizada utilizando el módulo de colocalización del software 
Image-Pro. Las imágenes son representativas de tres experimentos independientes. Barra: 20 µm.  
 
 
Como se mencionó previamente, una forma de obtener un valor numérico de la colocalización 
es a través del coeficiente de MOC, y el mismo se expresa en valores que van de 0 a 1. Esta 
correlación considera la fluorescencia en forma total, por lo cual si existe una señal de 
fluorescencia con mayor intensidad con respecto a la otra, los valores de colocalización son 
menospreciados [166]. Para evitar esta desviación, se puede utilizar un parámetro que permite 
evaluar en forma más exacta la colocalización de los focos. Este parámetro se conoce como 
coeficientes de superposición K1 y K2 (Overlap coefficient K1 and K2) [166]. El mismo 
contempla la cantidad de colocalización que es aportada por cada canal o señal (rojo y verde), y 
se interpreta como la contribución de cada proteína en la colocalización. Con el fin de 
determinar el grado de contribución de vinculina y Rab 5/Rab 11 al área de colocalización, 
tanto en las células tratadas como en las no tratadas con BK, se calcularon los coeficientes de 
superposición K1 y K2. En la Figura 31, el coeficiente K1 (canal rojo) corresponde a vinculina, 
y K2 (canal verde) a Rab 5 o Rab 11.  
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Figura 30- Análisis cuantitativo de la colocalización. Se muestra un promedio del coeficiente de 
colocalización de Manders (MOC) para estimar el grado de colocalización en (A) entre vinculina y Rab 5 y en 
(B) entre vinculina y Rab 11. Las barras grises representan a la zona perinuclear y las barras blancas a la zona 
marginal para cada tiempo de estimulación con BK. Un valor igual o mayor a 0,7 (indicado por la línea roja) 
demuestra colocalización entre las proteínas analizadas. Los valores corresponden a la media ± error estándar 
(n=3). *Diferencias significativas con respecto al control, p < 0.05.  
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El análisis de los coeficientes K1 y K2 mostró una diferencia en el grado de contribución de 
vinculina y Rab 5/11 dependiendo del tiempo de estimulación y la región celular analizada. La 
región marginal de las células sin tratar presentó un grado de contribución máximo para Rab 5 
pero un mínimo para vinculina, lo que sugiere que las vesículas Rab 5 positivas contienen 
pocas moléculas de vinculina unidas (Figura 31A). Después de la estimulación con BK, el 
grado de contribución de vinculina se incrementó de forma gradual, mientras que el de Rab 5 
disminuyó, indicando un enriquecimiento de vinculina en las vesículas Rab5 positivas (Figura 
31A). El análisis de la región perinuclear de las células sin tratar mostró un grado de 
contribución similar tanto de vinculina como de Rab 5. En el tiempo de estimulación de 1 min 
con BK, el grado de contribución de vinculina se incrementó, mientras que a los 5 min aumentó 
la contribución de Rab 5, la cual, posteriormente, fue disminuyendo con el tiempo (Figura 
31B). Con respecto a las vesículas que contienen Rab 11, en las células no tratadas, el grado de 
contribución de vinculina fue bajo en ambas regiones, pero en los tiempos de estimulación de 1 
y 5 min se incrementó de forma gradual, para finalmente disminuir a tiempos prolongados de 
estimulación (Figuras 31C-D).  
 
Estos resultados estarían indicando que en condiciones basales, es decir sin estímulo hormonal, 
existen vesículas Rab 5 y Rab 11 positivas que contienen poca vinculina, y luego de la 
estimulación con BK, estas vesículas se enriquecen de vinculina, hecho que coincide con la 
disipación de la proteína de los CF descripta anteriormente. 
 
Con el fin evaluar si la estimulación con BK provoca cambios en la cantidad de Rab 5 y Rab 11 
en las vesículas, se realizó el aislamiento inmunomagnético de las mismas a partir del 
sobrenadante postnuclear (SPN) obtenido de cortes de papila tratadas o no con BK durante 1, 5 
y 10 min. La presencia de vinculina, Rab 5 y Rab 11 se analizó por Western Blot. Se observó 
que luego de la estimulación con BK, la cantidad de Rab 5 en las vesículas disminuyó en 
comparación con el control sin tratar (C vs BK 1 min, vs BK 5 min, y vs BK 10 min, p < 0.05) 
(Figura 32A). Contrariamente, la cantidad de Rab 11 presente en las vesículas aumentó a los 10 
min de estimulación (C vs BK 10 min, p < 0.05) (Figura 32B). Además, la cantidad de 
vinculina presente en las vesículas se incrementó gradualmente con los tiempos de estimulación 
(C vs BK 1 min, vs BK 5 min, y vs BK 10 min, p < 0.05) (Fig. 32C). Por lo tanto, estos 
resultados indican que la presencia de Rab 5 y de Rab 11 en las vesículas conteniendo vinculina 
es dependiente del tiempo de estimulación con BK. 
Debido al diseño experimental, los resultados representan la totalidad de estas proteínas 
presentes en las muestras de vesículas aisladas de cortes de papila, sin discriminar entre 
vesículas de la región perinuclear y marginal. 
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Figura 31-Análisis cuantitativo de los coeficientes de colocalización K1 (vinculina) y K2 (Rab 5 o Rab 
11) en las regiones perinuclear y marginal de las células de túbulo colector de la papila renal. Se 
muestra un promedio de los coeficientes de colocalización K1 (vinculina) y K2 (Rab 5 o Rab 11) en la región 
marginal (A y B) y en la región perinuclear (C y D) en las células para cada tiempo de estimulación con BK. 
Los valores representan la media ± error estándar (n=3). 
 
 
Figura 32-Análisis de la expresión de Rab 5 y Rab 11 en las vesículas que contienen vinculina en 
función del tiempo de estimulación con BK. Las vesículas conteniendo vinculina fueron inmunoaisladas a 
partir de cortes de papila renal, tratadas y no tratadas con BK durante 1, 5 y 10 min. Se analizaron iguales 
cantidades de proteínas totales de cada condición experimental por Western Blot utilizando anticuerpos 
dirigidos contra las proteínas indicadas. (C) Las bandas de vinculina se revelaron mediante 
quimioluminiscencia, y la misma membrana fue eluída y vuelta a incubar con un anticuerpo dirigido contra 
Rab 5 u Rab 11. Las bandas de Rab 11 como Rab 5 (A y B) se evidenciaron mediante el uso del sistema 
avidina-biotina-peroxidasa y 3,3´diaminobenzidina. El control de carga de las proteínas se realizó mediante 
tinción con Coomassie blue. Los resultados están expresados como porcentaje del control (100%) y 
corresponden a la media ± error estándar de tres experimentos. *Diferencias significativas con respecto al 
control, p < 0.05.  
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Resumiendo, estos resultados sugieren que en las células sin tratar, las vesículas Rab 5/Rab 11 
positivas se encuentran presentes en el citosol, pero contienen poca cantidad de vinculina. 
Después de la estimulación con BK, la vinculina parece ser reclutada por las vesículas Rab 
5/Rab 11 positivas preexistentes en el citosol. El análisis cuantitativo por Western Blot mostró 
diferencias en las cantidades de Rab 5 y Rab 11 en las vesículas dependiendo del tiempo de 
estimulación con BK. Las variaciones en el grado de contribución en la colocalización de 
vinculina y Rab 5/Rab 11 reflejan los cambios en la cantidad de proteínas Rabs y de vinculina 
en las vesículas para asegurar el transporte intracelular de vinculina cuando no se encuentra 
formando parte de los CF, es decir cuando conforma el pool citosólico. 
 
5. ANÁLISIS DE LA PARTICIPACIÓN DE LOS MICROTÚBULOS EN EL 
TRANSPORTE DE LAS VESÍCULAS 
 
En los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio que dieron lugar al desarrollo de este 
trabajo de tesis, se demostró que la hormona intrarrenal BK ejerce una acción modulatoria 
sobre los CF, movilizando vinculina pero no talina, de manera reversible, con la consiguiente 
formación de vesículas que contienen vinculina y componentes del compartimento de reciclaje 
endosomal [146]. Estas vesículas, mediante una vía polarizada de exocitosis, transportan 
vinculina a los sitios de rearmado de los CF, hecho que normalmente ocurre a tiempos largos de 
estimulación con BK. Además, se demostró que la BK induce una reorganización del 
citoesqueleto de actina, y que el tratamiento de las células de túbulo colector con un agente 
despolimerizante del citoesqueleto de actina (citocalisina D), impide el rearmado de los CF. 
Estos hallazgos demostraron que el trasporte de las vesículas conteniendo vinculina hacia los 
sitios de la membrana plasmática, donde ocurre el rearmado de los CF, depende del 
citoesqueleto de actina [146]. 
Con el objeto de estudiar si los microtúbulos participan en el transporte de las vesículas que 
contienen vinculina hacia los sitios de rearmado de los CF, se incubaron las células de túbulo 
colector del cultivo primario con un agente despolimerizante de los microtúbulos, colchicina 
(10 mM), durante 15 min previos a la estimulación con BK. Luego se analizó la presencia de 
vesículas conteniendo vinculina, y la morfología celular. En la Figura 33, se muestran las 
células de túbulo colector en cultivo primario incubadas en presencia de colchicina según el 
protocolo detallado en el capítulo de materiales y métodos. 
Se observó que el tratamiento de las células solo con colchicina, que constituye el control del 
experimento, no impidió la formación de las vesículas que contienen vinculina (Figura 33A, 
inserto), y las células mantienen una morfología extendida debido a que permanecen adheridas 
a la matriz extracelular mediante los CF inmunomarcados con vinculina (Figura 33A, puntas de 
flecha). En las células pre-tratadas con colchicina y estimuladas con BK durante 1 min, se 
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observa gran cantidad de vesículas conteniendo vinculina dispersas en el citosol, y las células 
aún mantienen una morfología extendida (Figura 33B, flechas). A tiempos más largos de 
estimulación, se observa una pérdida de la morfología extendida, con un predominio de la 
forma redondeada (Figura 33C-D, asteriscos). Esto podría deberse a la falta de rearmado de los 
CF, hecho que ocurre a tiempos largos de estimulación con BK, en ausencia de colchicina 
(Figura 16). Estos resultados sugieren que los microtúbulos participan en el transporte de las 
vesículas que contienen vinculina hacia los sitios de rearmado de los CF, pero no en la 
formación de las mismas.  
En conjunto, estos resultados indican que, además de los filamentos de actina, los microtúbulos 
también participan en el transporte de las vesículas que contienen vinculina hacia los sitios de 
la membrana plasmática donde ocurre el rearmado de los CF.  
A modo de resumen, y sobre la base de los resultados presentados hasta el momento, se puede 
interpretar que la vinculina presente en el pool citosólico, se mueve entre una forma citosólica 
libre y una asociada a vesículas, para luego ser incluida en los CF. Estas vesículas, además de 
PIP2, contienen Rab 5, Rab 11, y el receptor de transferrina, marcadores clásicos del 
compartimiento endosomal de reciclaje. Esto podría constituir un mecanismo fisiológico por el 
cual la célula puede reutilizar la vinculina internalizada durante la reestructuración de los CF 
inducida por BK en las células de túbulo colector de papila renal. 
 
6. ANALISIS DE LA ESPECIFICIDAD DE BK EN LA INDUCCIÓN DE 
VESÍCULAS CONTENIENDO VINCULINA 
 
Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que en las células de túbulo 
colector de papila renal, las proteínas que forman parte de los CF se localizan en 
microdominios raft, y el tratamiento de estas células con agentes que alteran la composición 
lipídica de la membrana provoca la disipación de vinculina y talina de los CF en forma 
irreversible [113, 114]. Con el objeto de investigar si la formación de las vesículas que 
contienen vinculina, con las características hasta ahora descriptas, es un fenómeno específico 
inducido por bradiquinina o se trata de un fenómeno general, se estudió la presencia de estas 
vesículas en cultivos primarios de células del túbulo colector tratados con metil-β-ciclodextrina 
(CDex) -un conocido agente que extrae colesterol de las membranas- [179], y con neomicina -
agente que secuestra PIP2 de las membranas- [180]. En la Figura 34 se muestran imágenes de 
microscopia confocal de células de túbulo colector tratadas con los agentes e inmunomarcadas 
con un anticuerpo dirigido contra vinculina. En las células sin tratar (control), se observa como 
la vinculina forma parte tanto de los CF, que se hallan presentes en gran cantidad (Figura 34, 
flechas), como del pool citosólico. En las células tratadas con los agentes, se observa una 
disipación de los CF y formación de estructuras vesiculares que contienen vinculina (Figura 34, 
puntas de flechas en las ampliaciones de las regiones indicadas con recuadros). 
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Figura 33- Participación de los microtúbulos en el transporte de las vesículas. Cultivos primarios de 
células de túbulo colector tratados con el agente despolimerizante colchicina. (A) Control incubado solo con 
colchicina, las flechas señalan a las vesículas que contienen vinculina, las cuales puede observarse mejor en la 
amplificación de la imagen. Las puntas de flechas señalan a los CF que les permiten a las células mantener su 
morfología extendida. En B, C y D los asteriscos indican células que han adquirido morfología redondeada. 
Se muestran imágenes representativas de tres experimentos independientes. Barra: 100 µm. 
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Figura 34- Análisis de la especificidad de BK en la inducción de vesículas conteniendo vinculina 
Imágenes de microscopia confocal de células de túbulo colector en cultivos primarios tratadas con metil-β-
ciclodextrina (CDex) y neomicina , e inmunomarcadas con un anticuerpo dirigido contra vinculina. En el 
panel inferior se muestran las ampliaciones de las regiones indicadas con recuadros. Las flechas señalan CF 
en las células control, y las puntas de flechas indican estructuras vesiculares inmunomarcadas con vinculina 
en las células tratadas con CDex y neomicina. Se presentan las imágenes representativas de tres experimentos 
independientes. Barra: 20 µm 
 
Para investigar si las vesículas formadas en presencia de estos agentes presentan características 
bioquímicas similares a las descriptas previamente, se realizó un aislamiento de las mismas por 
el método inmunomagnético a partir del sobrenadante postnuclear de cortes de papila renal 
tratados con neomicina y con CDex según el protocolo descripto en el capítulo de materiales y 
métodos. En la Figura 35 se muestran los resultados de los Western Blot en los cuales se 
analizó la presencia de Rab 5, Rab 11 y del receptor de transferrina (RTf). Como control 
positivo de la presencia de estas proteínas, se sembraron muestras de fracción microsomal. En 
ninguno de los tratamientos se detectó señal positiva para los marcadores del compartimento de 
reciclaje endosomal investigados. Para corroborar este resultado, se duplicó la cantidad de 
proteínas sembradas, obteniéndose similar resultado.  
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Figura 35- Análisis de la presencia de marcadores del compartimiento de reciclaje endosomal en las 
vesículas que contienen vinculina. Las vesículas (V) se aislaron por el método inmunomagnético utilizando 
como material de partida el sobrenadante postnuclear de cortes de papila renal tratados con neomicina y 
metil-β-ciclodextrina (CDex) como se describió en la sección de materiales y métodos. La presencia de 
vinculina, Rab 5, Rab 11 y del receptor de transferrina (RTf) se analizó por Western Blot. Como control 
positivo de la presencia de estas proteínas se sembró una muestra de la fracción microsomal (F. mic). Los 
asteriscos señalan la cadena liviana de las IgG (23-26 kDa). Se muestra un resultado representativo de tres 
experimentos independientes. 
 
Estos resultados indican que en las células de túbulo colector de papila renal, la formación de 
vesículas conteniendo vinculina, inducida por BK, podría constituir un mecanismo fisiológico 
por el cual la célula reutiliza las moléculas de vinculina internalizadas durante el proceso de 
reestructuración de los CF. Sobre la base de estos resultados, se demuestra que contrariamente 
al efecto reversible de BK, los agentes CDex y neomicina inducen la disipación de vinculina de 
los CF de forma irreversible como consecuencia del cambio global en la composición lipídica 
de la membrana, descripta en trabajos previos [113, 114], puesto que los CF no vuelven a 
formarse. Probablemente estos agentes, por su efecto deletéreo, induzcan una vesiculización de 
la membrana plasmática, y no un mecanismo fisiológico como lo es la formación de endosomas 
inducido por BK. 
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PARTICIPACIÓN DE LA VINCULINA EN EL MANTENIMIENTO DE LAS 
ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN DE LAS CELULAR DE TÚBULO 
COLECTOR DE LA PAPILA RENAL 
 
La organización tubular de la papila renal depende de la unión de las células con la matriz 
extracelular y de las uniones célula-célula, las cuales están mediadas principalmente por los 
contactos focales (CF) y las uniones adherentes (UA), respectivamente [43, 52]. Debido a la 
función que ejercen, las proteínas que componen ambas estructuras se asocian con la membrana 
plasmática. Utilizando como modelo experimental, cultivos primarios de células de túbulo 
colector de papila renal de ratas adultas, trabajos realizados en nuestro laboratorio han 
demostrado con anterioridad que tanto las UA como los CF se localizan en dominios 
específicos de membrana enriquecidos en colesterol y esfingomielina (SM), y que la 
modificación de la composición lipídica de los mismos induce una alteración en estas 
estructuras de adhesión [113, 114, 115]. Puesto que la vinculina forma parte de ambas 
estructuras de adhesión, el segundo objetivo general del presente trabajo de tesis es el de 
investigar el rol que cumple la molécula de vinculina en el mantenimiento de las estructuras de 
adhesión celular cuando se altera la síntesis de SM, mediante la inhibición de una enzima que 
participa en su síntesis, la SM sintasa.  
 
 
1. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS ENZIMAS QUE SINTETIZAN 
ESFINGOMIELINA EN EL MANTENIMIENTO DE LAS ESTRUCTURAS DE 
ADHESIÓN CÉLULA-CÉLULA 
 
1.1 Efecto de la inhibición farmacológica de las esfingomielina sintasas 
(SMSs) sobre las uniones adherentes  
Como se mencionó en la introducción, una característica relevante del epitelio diferenciado es 
la presencia de UA maduras. Con el objeto de estudiar el efecto que provoca sobre las UA la 
inhibición farmacológica de las enzimas que sintetizan SM, se utilizaron cultivos primarios de 
células del túbulo colector como modelo experimental para llevar a cabo los ensayos. A las 72 
h del cultivo, cuando se observó que las células se encontraban estrechamente unidas, se agregó 
al medio de cultivo un inhibidor de la esfingomielina sintasa 1 (SMS1) y de la esfingomielina 
sintasa 2 (SMS2), llamado D609 [133], y se incubó durante 24 h adicionales con 
concentraciones crecientes del inhibidor (20, 50 y 100 µM). La enzima SMS1 cataliza la 
síntesis de SM a partir de ceramida y fosfatidilcolina en el aparato de Golgi, mientras que la 
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SMS2 lo hace en la membrana plasmática. Finalmente, se analizó el efecto del inhibidor sobre 
las UA mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos contra las proteínas que 
conforman estos complejos proteicos: E-cadherina, β- y α-catenina y vinculina. Debido a que la 
α-catenina une el complejo E-cadherina/β-catenina directamente con el citoesqueleto de actina, 
y que vinculina puede formar parte de las UA por interacción con α-catenina, en una primera 
etapa estudiamos la distribución de estas dos proteínas mediante microscopía confocal, 
analizando el plano focal medio, que es donde se localizan las uniones intercelulares. 
En general, dentro de cada lámina celular que se forma en los cultivos primarios de células del 
TC existen dos regiones o poblaciones celulares: las células más internas de las colonias y las 
células periféricas. En los cultivos sin tratar, α-catenina y vinculina se observan delimitando los 
bordes de las células internas, y ambas proteínas colocalizan en las zonas de contactos célula-
célula, reflejando la presencia de UA como se muestra en las imágenes de segmentación en 
donde la colocalización aparece de color blanco (Figura 36A-A'). Esto se observa mejor en la 
ampliación de la región indicada en la Figura 36A'.  
Cuando las células fueron incubadas con concentraciones crecientes del inhibidor D609, se 
observa una alteración de la típica morfología extendida que adquieren estas células epiteliales 
en el cultivo primario (Figuras 36B-C-D). En contraposición al alto grado de colocalización de 
vinculina y α-catenina observado en las uniones célula-célula de los cultivos sin tratar, el 
inhibidor provoca la pérdida de colocalización. Este efecto fue más evidente a mayores 
concentraciones del inhibidor, como se muestra en las ampliaciones y en las imágenes de 
segmentación (Figuras 36B'-C'-D'). Consecuentemente, las uniones intercelulares aparecen 
desintegradas (Figura 36C', puntas de flechas), y concomitantemente, tanto la α-catenina como 
la vinculina aparecen internalizadas en forma masiva en estructuras vesiculares (Figura 36B'-
C'-asteriscos). En la concentración de 100 µM, las uniones célula-célula se observan muy 
alteradas, y las células presentan bordes de apariencia irregular y con adquisición de una forma 
alargada de tipo fibroblastoide (Figura 36D, flechas). Pero a pesar del gran deterioro que se 
observa en la morfología, las células se mantienen unidas a la matriz extracelular mediante CF 
inmunomarcados con vinculina (Figura 36D', flechas).  
 
Teniendo en cuenta que además de interactuar con el citoesqueleto de actina, en las UA la α-
catenina se une a β-catenina, y mediante esta proteína a E-cadherina, a continuación se estudió 
el efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs en la distribución de α-catenina/ β-
catenina y β-catenina/E-cadherina. Para este ensayo se utilizó una concentración del inhibidor 
de 50 μM, puesto que induce sobre las células cambios morfológicos moderados sin pérdida del 
fenotipo epitelial, como se observa en la Figura 36C. En las células sin tratar, se observa que α- 
y β-catenina presentan un patrón de distribución similar, con un alto grado de colocalización en 
los bordes celulares, como se muestra en la imagen de color y de segmentación (Figura 37A, 
inserto y colocalización). Después de la incubación con el inhibidor D609, se observa una 
alteración en las uniones célula-célula, acompañada de la separación entre las células (Figura 
37B, flechas en la amplificación de la zona indicada con un recuadro). Además, en la imagen 
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de segmentación se observa un menor grado de colocalización entre las proteínas (Figura 37B, 
colocalización).  
Puesto que β-catenina se asocia con el dominio citosólico de E-cadherina, se evaluó la 
distribución de ambas proteínas en las mismas condiciones que en el caso anterior. Como era 
de esperar, en las células sin tratar E-cadherina y β-catenina colocalizan en los bordes celulares 
como se muestra en la imagen de color y de segmentación (Figura 37C-C'), reflejando la 
presencia de UA maduras entre las células. Luego de incubar las células con D609, se observa 
una disminución en el grado de colocalización entre ambas proteínas. Es importante destacar la 
presencia de estructuras similares a “puentes” inmunomarcados con β-catenina entre las células 
en proceso de separación (Figura 37D, flechas en la amplificación de la zona indicada con un 
recuadro).  
 
 
1.2 Efecto del silenciamiento génico de la SMS1 y SMS2 sobre las uniones 
adherentes 
En una segunda etapa del estudio, para confirmar el efecto de la inhibición farmacológica de la 
actividad de las SMSs sobre las UA, y analizar en grado de participación de cada enzima en el 
mantenimiento de estas estructuras, se realizaron experimentos de silenciamiento génico 
utilizando ARN de interferencia pequeños (siRNA) específicos para la SMS1 y 2. Para ello, a 
las 48 hs de crecimiento, cuando las células habían adquirido un alto grado de unión entre ellas, 
se realizaron las transfecciones con los siRNA específicos para la SMS1 o SMS2, 
conjuntamente con un siRNA conjugado con AlexaFluor 488 (siRNA control o scrambled) que 
no reconoce ningún ARNm en las células. Las células tratadas solo con el siRNA scrambled 
fueron utilizadas para evaluar si el proceso de transfección provocaba alguna alteración en las 
estructuras de adhesión. De esta forma, las células que exhibieron puntos fluorescentes de color 
verde en el citosol fueron consideradas positivas para la transfección. El análisis de las células 
se realizó mediante microscopía de contraste de fases e inmunomarcación con un anticuerpo 
dirigido contra α-catenina. 
En la Figura 38A, se muestran las células transfectadas con el siRNA scrambled. En las células 
inmunomarcadas se observa que α-catenina delimita los bordes celulares, reflejando la 
integridad de las uniones intercelulares, hecho que también se observa en las imágenes de 
contraste de fase (Figura 38D). Por los tanto, el proceso de transfección no alteró el 
comportamiento de las células en el cultivo primario. Por el contrario, las células que 
incorporaron el siRNA específico para la SMS1 presentaron una distribución de α-catenina 
discontinua en los bordes celulares, lo que refleja una alteración en las uniones célula-célula 
(Figura 38B, flechas). Estas alteraciones sobre las uniones célula-célula también pueden 
observarse en las imágenes de contraste de fase (Figura 38E). En las células transfectadas con 
el siRNA específico para la SMS2, no se observaron cambios en la distribución de α-catenina 
en los bordes celulares, hecho que también es coincidente en las imágenes de microscopia de 
contraste de fase (Figura 38C y F).  
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Figura 36-Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre las estructuras de adhesión célula-
célula. Descripción en página 78. 
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Figura 37-Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre las estructuras de adhesión célula-
célula. Descripción en página 78. 
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Figura 36-Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre las estructuras de adhesión célula-
célula 1. Las células fueron incubadas en presencia de un inhibidor de la SMS1 y 2, D609; en las 
concentraciones indicadas, y posteriormente inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos contra vinculina 
(verde) y contra α-catenina (rojo). En la segunda columna de imágenes (central) se muestran las ampliaciones 
de las zonas indicadas en recuadros La tercera columna corresponde a las imágenes de segmentación de las 
figuras no ampliadas, que indican la colocalización de las proteínas en color blanco sobre un fondo negro. Se 
muestran imágenes de microscopia confocal tomadas con un objetivo de 60X. Barra: 20µm. 
 
Figura 37-Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre las estructuras de adhesión célula-
célula 2. Las células fueron incubadas en presencia de D609 en la concentración de 50 μM, y posteriormente 
inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos en (A) y (B) contra α-catenina (rojo) y β-catenina (verde), y en 
(C) y (D) contra β-catenina (verde) y E-cadherina (rojo). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst 33258 
(azul). Se muestran imágenes de microscopia de fluorescencia convencional con objetivo de 40X. En la 
segunda columna de imágenes (central) se muestran las ampliaciones de las zonas indicadas en recuadros, y la 
tercera columna corresponde a las imágenes de segmentación de las figuras no ampliadas, que indican la 
colocalización de las proteínas en color blanco sobre un fondo negro. Barra: 100 µm. 
 
 
Sobre la base de los resultados expuestos, se puede interpretar que la actividad de la SMS1, y 
no de la SMS2, es la necesaria para el mantenimiento de las uniones adherentes entre las 
células del TC de la papila renal. 
 
 
1.3- Efecto de la inhibición de la actividad de las SMSs sobre las proteínas 
que forman parte de las uniones adherentes  
Las células requieren del funcionamiento y expresión constante de las proteínas que forman 
parte de las UA para mantener la asociación y organización de un epitelio [13]. Se sabe que las 
UA mantienen un activo recambio de las proteínas del comple o adherente a través de la 
internalización del comple o de adhesión por la vía endocítica, con su posterior recicla e vía 
vesicular. También se sabe que E-cadherina presenta una vida media de 5-10 h en el complejo 
adherente. Por ello, la síntesis y el eficiente tráfico vesicular de E-cadherina resulta 
fundamental para el mantenimiento de las estructuras de adhesión célula-célula, y por ende del 
estado diferenciado [137, 138].  
Es por este motivo que se estudió si el deterioro en las uniones intercelulares inducido por la 
inhibición de las SMSs se debe a una alteración en los niveles de las proteínas que forman parte 
de las UA. Para ello se analizó mediante Western Blot la cantidad de vinculina, E-cadherina, y 
α- y β-catenina en las células incubadas con una concentración de 50 μM de D609. Como se 
muestra en la Figura 39, la cantidad de vinculina y α-catenina aumentó significativamente en 
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las células tratadas con el inhibidor mientras que no se produjeron cambios significativos en los 
niveles de E-cadherina y β-catenina. Estos resultados sugieren que las alteraciones observadas 
sobre las UA inducidas por el inhibidor D609 no se pueden atribuir a la disminución de los 
niveles de las proteínas que forman estas estructuras. 
 
 
 
 
Figura 38- Efecto del silenciamiento génico de la SMS1 y 2 sobre las estructuras de adhesión célula-
célula. Las células del cultivo primario fueron transfectadas con los siRNA específicos para SMS1 o SMS2, 
conjuntamente con un siRNA conjugado con AlexaFluor 488 (siRNA scrambled). La fluorescencia verde 
correspondiente al siRNA scrambled permitió localizar las células transfectadas. En A, B y C se muestran las 
células inmunomarcadas con un anticuerpo dirigido contra α-catenina (rojo), y en D, E, F las imágenes 
correspondientes al mismo campo obtenidas mediante microscopia de contraste de fases. Los núcleos fueron 
coloreados con Hoechst 33258 (azul). Las flechas muestran alteraciones en las uniones intercelulares. Tanto 
las imágenes de fluorescencia como las de contraste de fases fueron captadas con objetivo de 40X. Barra: 100 
µm. 
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Figura 39- Efecto de la inhibición de la actividad de las SMSs sobre el contenido intracelular de las 
proteínas que forman parte de las uniones adherentes. Las células fueron incubadas con D609 en la 
concentración de 50 M. Para realizar el Western Blot, se sembraron iguales cantidades de proteínas totales 
(50 µg) en cada condición experimental y se utilizaron anticuerpos dirigidos contra las proteínas indicadas. 
Los resultados están expresados como porcentaje del control (100%) y corresponden a la media ± error 
estándar de tres experimentos. *Diferencias significativas con respecto al control. pNS= diferencia no 
significativa en los valores de las medias con respecto al control. 
 
 
2. ESTUDIO DE LA PARTICIPACIÓN DE LAS ENZIMAS QUE SINTETIZAN 
ESFINGOMIELINA EN EL MANTENIMIENTO DE LAS ESTRUCTURAS DE 
ADHESIÓN CELULA-MATRIZ EXTRACELULAR 
 
2.1 Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre los contactos 
focales 
Se ha reportado que la alteración en la actividad de la SMS1 es capaz de reducir los niveles de 
SM en los dominios raft [133]. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han 
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demostrado que en las células del túbulo colector (TC) de papila renal, tanto las proteínas que 
forman parte de las uniones adherentes como de los contactos focales (CF) se localizan en 
microdominios rafts [113, 114, 115]. En el capítulo anterior se ha analizado el efecto que 
produce la inhibición de la actividad de las SMSs sobre las uniones intercelulares. En este 
capítulo se presentan los resultados sobre el efecto que produce la inhibición farmacológica de 
las enzimas sobre las estructuras que mantienen las células unidas a la matriz extracelular, es 
decir, los CF. Para ello, cuando las células de TC en cultivo primario habían alcanzado un nivel 
alto de asociación entre ellas, se incubaron 24 hs adicionales en presencia del inhibidor D609 a 
la concentración de 50 µM. Luego las células fueron inmunomarcadas con anticuerpos 
dirigidos contra dos proteínas que forman parte de los CF, vinculina y talina. Posteriormente, el 
análisis del efecto de la inhibición farmacológica se realizó a través de un estudio cuantitativo y 
morfométrico de los CF utilizando un software de análisis de imágenes como se describió en la 
sección de materiales y métodos. El recuento se realizó en forma diferencial, registrando el 
número de CF presente en las células internas y en las células más periféricas de las colonias.  
El análisis cuantitativo muestra un incremento significativo en el número de CF 
inmunomarcados con vinculina -pero no con talina-, tanto en las células del interior como en 
las células más periféricas de la colonia (Figura 40A-D y Figura 41). A pesar de que se observa 
cierto grado de separación entre las células (Figura 40B, flechas), debido al deterioro ya 
descripto de las uniones adherentes, las células conservan su morfología extendida. Este 
fenómeno muy probablemente se deba al incremento del número de CF inmunomarcados con 
vinculina, hecho que probablemente ocurre con el fin de mantener las células adheridas a la 
matriz extracelular. 
 
El análisis morfométrico muestra un aumento en el tamaño de los CF que contienen vinculina 
en las células internas de la colonia, mientras que no se observan modificaciones en los CF que 
contienen talina en ninguna de las dos poblaciones celulares analizadas (Tabla 2). 
 
Tabla 2: Estudio morfométrico de los contactos focales 
 
 
 
 
 
La tabla muestra el tamaño (en m2) de los CF que contienen vinculina y talina en las células 
de túbulo colector incubadas o no con el inhibidor D609, 50 M. Los resultados se expresan 
como la media ± error estándar (ES). *Diferencias significativas con respecto al control, 
p=0,01. 
 Tamaño (μm²)  
 Células Internas Células Periféricas 
 CF -Vinculina CF-Talina CF-Vinculina CF-Talina 
Control 0.94 ± 0.11 1.76 ± 0.13  1.63 ± 0.10 1.72 ± 1.14 
D609 50 μM 1.36 ± 0.09* 1.67 ± 0.07 1.59 ± 0.05 1.84 ± 1.12 
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Figura 40- Efecto de la inhibición de las SMSs sobre los contactos focales (CF). Las células de túbulo 
colector control y tratadas con el inhibidor D609 (50 M) fueron inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos 
en (A) y (B) contra vinculina y en (C) y (D) contra talina. Las imágenes fueron captadas en la zona basal de 
las células, donde se localizan los CF, con un microscopio de fluorescencia convencional con objetivo de 
40X. Las flechas indican las células en proceso de separación. Barra: 100 m. 
 
Resultados 
83 
 
 
Figura 41- Análisis cuantitativo del número de CF/Célula. Mediante el software de análisis de imágenes 
Image-Pro Plus se realizó el recuento del número de CF por célula inmunomarcados en (A) contra vinculina y 
en (B) contra talina. El estudio se realizó teniendo en cuenta las dos poblaciones celulares. Los resultados 
corresponden a la media ± error estándar de tres experimentos. *Diferencias significativas con respecto al 
control. pNS= diferencia no significativa en los valores de las medias entre las muestras. 
 
 
2.2 Efecto de la inhibición farmacológica de las SMSs sobre el citoesqueleto de 
actina 
Cuando la vinculina forma parte de las uniones adherentes (UA) se une a α-catenina 
provocando su activación y posterior unión a los filamentos de actina, los que forman una red 
cortical o cinturón circunferencial debajo de la membrana plasmática [28, 40]. Durante el 
proceso de organización del tejido epitelial, la formación de los contactos focales (CF) antecede 
y es requisito para el establecimiento de las UA. Los CF también se asocian al citoesqueleto de 
actina, el cual puede organizarse en forma de fibras de estrés (FS), y cumplen funciones 
importantes en la adhesión de las células a la matriz extracelular [52]. Por este motivo, se 
analizó el efecto que produce la inhibición de las SMSs sobre el citoesqueleto de actina. Para 
ello, se realizaron cultivos primarios de células de túbulo colector (TC), cuando habían 
adquirido un alto grado de asociación entre ellas, se incubaron con concentraciones crecientes 
del inhibidor de SMSs, D609. Mediante inmunocitoquímica de doble marcado se estudió el 
citoesqueleto de actina utilizando faloidina (se une a la F-actina), y a los CF y a las UA con un 
anticuerpo dirigido contra vinculina. En las células sin tratar, se observan los filamentos de 
actina formando una red cortical delimitando el borde de las células, que se asocia a las UA 
donde actina y vinculina colocalizan  (Figura 42A, inserto). Como se mencionó en la 
introducción, existe una nomenclatura de las FS propuesta por Small, que dependiendo si se 
asocian o no con los CF por uno o ambos extremos, se las denomina FS dorsales (FSD) o 
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ventrales (FSV), respectivamente [99]. En la situación control, se observa un predominio de 
FSV en las células más internas, y de FSD en las células de la periferia de la colonia (Figura 
42A, flechas). Esto mismo se observa con más detalle en las imágenes de microscopia confocal, 
que corresponde al plano más basal de la monocapa, que es donde se localizan los CF (Figura 
43A-A'). Estas características reflejan la correcta organización del citoesqueleto de actina en las 
células de TC en el cultivo primario. 
En presencia de concentraciones crecientes del inhibidor, se observa la pérdida gradual de la 
morfología epitelial típica, con alteración del cinturón circunferencial y separación entre las 
células. Para facilitar la observación en estas regiones se realizaron ampliaciones (Figura 42B-
D, insertos). Este comportamiento de las células se observa con más detalle en las imágenes de 
microscopía confocal que se muestran en la Figura 43. A la concentración de 20 μM, puede 
apreciarse como las células pierden la unión entre ellas, y el deterioro de las UA es mayor a 
medida que aumenta la concentración del inhibidor de las SMSs, D609 (Figura 43B-B´-D-D´, 
flechas) Estos resultados se correlacionan con la disipación de vinculina y α-catenina de los 
bordes celulares descriptos en la sección 1.1 (Figura 36). Como consecuencia de la separación 
entre ellas, ocurre la contracción de algunas células (Figura 42C, flecha). A la mayor 
concentración del inhibidor ensayada (100 μM) es más notoria la pérdida de la morfología 
extendida típica de las células epiteliales (Figura 42D, flechas). La incubación de las células 
con el inhibidor D609 induce una remodelación de las FS, y se observa que a medida que el 
deterioro de las UA es mayor, predomina en las células las FSV (Figura 42B-D y 43B-D). Esto 
se correlacionaría con el aumento del número de CF inmunomarcados con vinculina en la 
concentración de 50 μM del inhibidor, que se describió en el punto 2.1, puesto que a diferencia 
de las FSD, las FSV se asocian con CF por ambos extremos (Figura 40B y Figura 41A). 
También se observa el mayor tamaño que adquieren los CF (Figura 43B´-D´, puntas de flecha), 
en coincidencia con el estudio morfométricos que se describió en la Tabla 2  
 
 
3. ESTUDIO DE LA REVERSIBILIDAD DE LOS EFECTOS PRODUCIDOS POR 
LA INHIBICIÓN FARMACOLÓGICA DE LAS SMSs 
 
Con el fin de evaluar si los efectos producidos sobre las uniones célula-células por la inhibición 
farmacológica de las SMSs son reversibles, el cultivo de células de túbulo colector se incubó 
con el inhibidor D609 (50 μM) durante 24 hs, luego se eliminó el inhibidor mediante lavados 
con medio de cultivo fresco y se reincubó por 24 hs adicionales, como se describió en la 
sección de materiales y métodos. A continuación se analizaron las estructuras de adhesión 
mediante inmunocitoquímica de doble marcado utilizando anticuerpos dirigidos contra 
vinculina y α-catenina.  
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Figura 42- Efecto de la inhibición de las SMSs sobre el citoesqueleto de actina. Las células fueron 
incubadas con concentraciones crecientes del inhibidor D609 e inmunomarcadas con anticuerpos dirigidos 
contra vinculina (rojo) para detectar contactos focales y las uniones adherentes, y faloidina-FITC (verde) para 
marcar los filamentos de actina. Los núcleos fueron coloreados con Hoechst 33258 (azul). Los insertos 
muestras ampliaciones de algunas regiones de interés, donde se observa mejor la pérdida de la colocalización 
de las proteínas en el cinturón circunferencial, que en (A) aparece de color amarillo. La flecha en (C) señala 
una célula en proceso de separación, y en (D) células que han perdido la morfología epitelial. Imágenes 
captadas con un microscopio de fluorescencia convencional con objetivo de 40X. Barra 100 µm. 
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Figura 43- Efecto de la inhibición de las SMSs sobre las fibras de estrés. Las células fueron incubadas con 
concentraciones crecientes del inhibidor D609 e inmunomarcadas con un anticuerpo dirigido contra vinculina 
(rojo) para detectar contactos focales, y faloidina-FITC (verde) para marcar los filamentos de actina. Se 
muestran imágenes de microscopia confocal captadas con un objetivo de 60X, y ampliaciones de las zonas 
indicadas por recuadros. Se muestran imágenes representativas de tres experimentos independientes. Barra: 
20 μM. 
 
 
 
Figura 44- Estudio de la reversibilidad de los efectos producidos por la inhibición de las SMSs. Las 
células de túbulo colector en cultivo se incubaron con el inhibidor D609 (50 μM) durante 24 hs, luego se 
lavaron con medio de cultivo fresco para remover el inhibidor y se reincubaron por 24 hs adicionales. 
Posteriormente los cultivos se inmunomarcaron con anticuerpos dirigidos contra vinculina (verde) y contra α-
catenina (rojo). Los núcleos fueron coloreados con Hoechst 33258 (azul). Los insertos de (A) y (C) indican 
zonas de interés donde puede observarse la colocalización de las proteínas en los bordes de las células. El 
inserto en (B) corresponde a una ampliación de la región señalada con la flecha en donde se observan células 
en proceso de separación. Las imágenes se captaron con un microscopio de fluorescencia convencional con 
objetivo de 40X. Barra: 100 µm. 
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En las células sin tratar, se observa la típica distribución de vinculina y α-catenina en los bordes 
celulares, donde colocalizan, reflejando la presencia de UA maduras (Figura 44A, ampliación).  
Contrariamente, en los cultivos primarios tratados con el inhibidor se observaran entre las 
células espacios que se originan como consecuencia de la disipación de las proteínas que 
forman parte de las UA en los bordes celulares, como se describió previamente (Figura 44B, 
flechas). Es sabido que los filopodios son estructuras móviles que cumplen un papel importante 
en el reconocimiento celular, y en las células epiteliales participan en las primeras etapas de 
formación de las UA [28]. Es notable la ausencia de estas estructuras entre las células tratadas 
con el inhibidor (Figura 44B, punta de flecha en la ampliación). Luego de 24 hs de crecimiento 
en ausencia del inhibidor (post-lavado), se observa como las células recuperan las uniones 
célula-célula, como se refleja en la colocalización de ambas proteínas (Figura 44C, 
ampliación). Estos resultados demuestran, por un lado, que la inhibición farmacológica no 
provoca per se un efecto tóxico deletéreo sobre las células, y por otro, que una vez eliminada la 
inhibición de la actividad enzimática de las SMSs, y por ende la capacidad de síntesis de 
esfingomielina, las células recuperan la posibilidad de establecer las estructuras de adhesión 
intercelular ya descriptas.  
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CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 
 
ESTUDIO DE LA REGULACIÓN FISIOLÓGICA DE LA VINCULINA EN LOS 
TÚBULOS COLECTORES DE LA PAPILA RENAL 
 
EL MODELO CELULAR DE ESTUDIO CONSERVA LAS CARACTERISTICAS DEL 
EPITELIO MADURO DEL CUAL PROVIENE 
 
Los riñones tienen la función principal de formar la orina con el fin de regular el volumen de 
agua del organismo y eliminar metabolitos tóxicos. Para cumplir con esta función cuentan con 
un sistema de túbulos especializados. La concentración de la orina, que es el paso final de su 
formación, se produce en los túbulos colectores, que son de gran tamaño y se extienden desde 
la corteza hasta el final de la papila. El mantenimiento de la organización epitelial de los 
túbulos colectores es fundamental para el cumplimiento de sus funciones. Dado que el riñón es 
un órgano que presenta considerable heterogeneidad celular, sus aspectos funcionales resultan 
más sencillos de analizar in vitro [157]. Está descripto que las señales provenientes de la matriz 
extracelular son determinantes del proceso de polarización de los tejidos epiteliales [7]. Los 
cultivos primarios de células del túbulo colector de la papila renal tienen la capacidad de 
secretar su propia matriz extracelular y formar monocapas que mantienen la estructura epitelial 
por varios días, imitando el funcionamiento que presentan en el tejido intacto [75, 115, 146, 
159, 160, 161]. Por esta razón, se eligió como modelo de estudio cultivos primarios de células 
del túbulo colector de la papila renal obtenidos de ratas adultas para continuar y profundizar los 
estudios que antecedieron a este trabajo de tesis. Los experimentos de la presente tesis doctoral 
fueron realizados sobre soportes de plástico o de vidrio aptos para cultivo, de superficie lisa (no 
porosa), sobre los cuales las células fueron sembradas sin el agregado de componentes de 
matriz. De esta manera las células fueron capaces de formar monocapas desarrolladas sobre la 
matriz extracelular que ellas mismas secretaron, tornando al modelo de experimentación más 
fisiológico. 
Los estudios realizados para caracterizar el modelo celular se llevaron a cabo mediante la 
realización de cultivos primarios. Los resultados demostraron que el método de aislamiento de 
los túbulos colectores mediante centrifugación fue efectivo al observar los fragmentos tubulares 
mediante microscopía óptica de contraste de fases. Los cultivos primarios obtenidos después de 
sembrar estas muestras mostraron un crecimiento y características morfológicas típicas de las 
células epiteliales. La posterior marcación con anticuerpos específicos contra proteínas y el uso 
de lectinas que se unen a determinados glicoconjugados, permitió la caracterización fenotípica 
de las células de túbulo colector en el cultivo primario. El análisis demostró que las células que 
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conforman las monocapas presentan los glicoconjugados típicos que poseen las células de 
túbulo colector en la papila renal, que son reconocidos por la lectina DBA. También expresan 
citoqueratina-7 (CK-7), que constituye un marcador de células de estirpe epitelial, y forman 
uniones adherentes (UA) maduras, como lo refleja la marcación de vinculina en los bordes de 
las células. A partir de la doble marcación con anticuerpos se pudo distinguir dos poblaciones 
de células epiteliales: a) células totalmente diferenciadas que expresan CK-7 y vinculina, que 
exhiben marcación positiva intensa para DBA y negativa para BSL-I; y b) células que se 
encuentran en proceso de diferenciación que expresan CK-7 y vinculina, que exhiben 
marcación positiva débil para DBA y negativa para BSL-I. La marcación débil para DBA 
puede deberse a que estas células aún no expresan suficiente cantidad de glicoconjugados por 
ser más inmaduras.  
El análisis del cilio primario, que es una estructura que se forma en el estadio final del proceso 
de diferenciación de la mayoría de las células epiteliales de los túbulos colectores renales [8], 
mostró una marcación positiva en las células que conforman las monocapas de los cultivos 
primarios.  
Por lo tanto, los resultados demuestran la obtención exitosa de cultivos con características 
morfológicas y fenotípicas concordantes con células epiteliales. Además la formación de UA y 
la marcación positiva del cilio primario señala la conservación de las características del epitelio 
maduro del cual fueron obtenidas las células. 
Un esquema resumen de estos resultados se muestra en la Figura 45. 
 
 
Figura 45- Esquema que representa los resultados del capítulo 1. Las células del TC en cultivo primario 
conservan las características de las células diferenciadas del tejido intacto del cual provienen, como es la 
formación de las UA y del cilio primario 
 
LA BRADIQUININA INDUCE LA FORMACIÓN DE VESÍCULAS QUE CONTIENEN 
VINCULINA 
 
Se encuentra ampliamente aceptado que la molécula de vinculina se halla presente en todas las 
células formando un pool citosólico, en el cual adquiere una conformación cerrada, 
autoinhibida y soluble; y uno citoesquelético, representado por la vinculina que forma parte de 
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los contactos focales (CF) y de las uniones adherentes (UA) [55, 82]. En el plan de trabajo de la 
presente tesis se planteó como primer objetivo general profundizar el estudio del efecto de la 
bradiquinina (BK) sobre las estructuras de adhesión de las células a la matriz extracelular en 
células de túbulo colector de la papila renal. Para ello, se tomaron como base los resultados 
previos obtenidos por el grupo de investigación que permitieron el desarrollo de esta tesis. Se 
describió que la hormona intrarenal BK, en las células del túbulo colector de la papila renal, 
induce la remodelación de los CF con la consiguiente formación de vesículas que contienen 
vinculina y fosfatidilinositol-4,5-difosfato [146]. Al ser el primer trabajo que reporta la 
incorporación de vinculina en vesículas del citosol, se planteó como uno de los objetivos 
específicos de esta tesis la caracterización de las vesículas que contienen vinculina. Para lograr 
el aislamiento y posterior caracterización de las vesículas se implementó un método 
inmunomagnético. 
Los resultados demostraron que el método de aislamiento inmunomagnético fue efectivo para 
la obtención de estructuras que se corresponden con vesículas pequeñas, como demostró el 
análisis mediante microscopía electrónica. La caracterización de las vesículas mediante 
Western Blot, obtenidas a partir del sobrenadante postnuclear de las células incubadas con BK, 
confirmó la presencia de vinculina en las vesículas, como así también en la fracción no unida a 
vesículas, lo que reveló que el pool citosólico se encuentra formado por vinculina asociada a 
vesículas y en su forma libre- autoinhibida. 
La vinculina, al no ser una proteína transmembrana, sería lógico esperar que se asocie a la 
membrana de las vesículas en forma periférica. Para corroborar esta hipótesis, se realizaron 
ensayos de extracción con alta concentración iónica, pH alcalino, separación de fases con 
Tritón X-114 y ensayos de protección a proteasas. Los resultados demostraron que vinculina se 
asocia con la membrana de las vesículas en forma periférica, orientada hacia el citosol, y a 
través de interacciones electrostáticas. Asimismo, el análisis del contenido de las vesículas 
mediante Western Blot demostró la ausencia de talina y paxilina, reforzando el concepto del 
efecto específico de la hormona intrarenal BK sobre los CF antes descripto, es decir, la 
restructuración, y no el desarmado de los mismos.  
 
LAS VESÍCULAS QUE CONTIENEN VINCULINA TAMBIÉN PRESENTAN 
MARCADORES DEL COMPARTIMENTO DE RECICLAJE ENDOSOMAL 
 
Las vesículas no se mueven de forma aleatoria en el interior de las células, sino que existen 
factores que se encargan de coordinar y asegurar la precisión entre la fusión de las membranas. 
Una familia de estos factores son las proteínas Rab GTPasas que se asocian de forma específica 
a la membrana de diferentes organelas [139, 140, 141]. Rab 5 se encuentra presente en la 
membrana de los endosomas tempranos [139, 143], en los cuales se han descripto dos 
poblaciones: una estática y una dinámica. La población dinámica madura rápidamente hacia 
endosomas tardíos, que posteriormente continúan hacia la vía de degradación que involucra a 
los lisosomas. Se encuentra aceptado que Rab 11 es un marcador de vesículas que provienen 
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del trans Golgi y de los endosomas del compartimento de reciclaje [139; 144]. Por otra parte, 
después de ser internalizado, el receptor de transferrina (RTf) es transportado a través de los 
endosomas tempranos y los de reciclaje [174], por lo que se usaron ambas moléculas como 
herramientas para visualizar estos compartimentos. 
La caracterización bioquímica de las vesículas que contienen vinculina mediante Western Blot 
demostró la presencia de las proteínas Rab 5 y Rab 11, como así también del RTf. Los 
resultados obtenidos en trabajos previos, revelaron que la estimulación de las células del túbulo 
colector con BK induce una redistribución intracelular de vinculina sin cambio aparente en su 
contenido total [146]. A partir de este hallazgo surgió la idea de que, luego de disiparse de los 
contactos focales, la molécula de vinculina podrían incorporarse en vesículas Rab 5 positivas 
pertenecientes a la población estática de endosomas, cuya maduración es lenta [139, 143]. En el 
presente trabajo de tesis, sobre la base de los resultados expuestos, se planteó un modelo de la 
dinámica intracelular de vinculina, el cual se resume en el esquema de la Figura 46 y se 
describe a continuación.  
 
En condiciones basales, existen dos poblaciones de vesículas que contienen vinculina: 1) una 
localizada muy cerca del núcleo cuya función sería de reservorio, y consistiría en un circuito de 
tránsito restringido de vesículas entre el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, y 2) otra 
localizada en la zona marginal de la célula, que consistiría en un circuito corto de reciclaje de 
endosomas tempranos, cuya función sería participar del recambio basal de la vinculina asociada 
a los contactos focales. Del análisis conjunto de las imágenes de microscopía confocal, de los 
coeficientes de colocalización de Manders (MOC), y del nivel de contribución que tiene cada 
molécula en la colocalización (coeficientes K1 para vinculina, y K2 para Rab 5 o Rab 11) fue 
posible deducir las características de las vesículas que forman parte de estas dos poblaciones. 
La primera población estaría formada por vesículas Rab 5+ enriquecidas en vinculina (K1>K2) 
proveniente de las síntesis de novo en el retículo endoplásmico, como lo demuestra la presencia 
de proteínas típicas de este compartimento detectadas por espectrometría de masa (calnexina y 
la ATPasa transicional del RE). Aunque no se analizó si Rab 5 y Rab 11 forman parte de la 
misma vesícula, se pudo comprobar que esta población también contiene vesículas Rab 11+ 
con un bajo contenido de vinculina (K1<K2). La segunda población, el circuito corto de 
reciclaje, estaría representada por vesículas del compartimiento de endosomas tempranos Rab 
5+ (endosomas estáticos) y con bajo contenido de vinculina (K1<K2), y a diferencia del pool 
de vesículas del circuito de tránsito restringido, no contienen Rab11 (MOC< 0,7, y el valor de 
K2 despreciable) (Figura 46A). 
Cuando se estimulan las células con BK, ocurren dos fenómenos (Figura 46B). Por un lado, se 
disipa vinculina de los contactos focales, la que es captada por las vesículas preexistentes Rab 
5+ que forman parte del circuito corto de endosomas estáticos, localizados en la región 
marginal, como lo demuestra el análisis del coeficiente K (K1>K2), y adquieren Rab11 luego 
de los 5 min de estimulación (MOC> 0,7). Por lo tanto, después de la estimulación con BK, la 
molécula de vinculina pasaría a formar parte del compartimento de reciclaje endosomal. El 
incremento en la cantidad total de vinculina y Rab 11, y la disminución de Rab 5 en las 
vesículas luego de la estimulación con BK que se observó en el análisis de Western Blot, 
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concuerda con esta interpretación. Además, el hecho de que en ambas regiones de las células, el 
nivel de contribución de vinculina en el proceso de colocalización se incrementa a cortos 
tiempos de estimulación con BK (K1>K2 para Rab5 y 11), refuerzan esta interpretación. Por 
otro lado, para compensar la disipación de vinculina de los contactos focales, se produce una 
movilización de vesículas del reservorio, desde el aparato de Golgi hacia la membrana 
plasmática, tal como lo reflejan las imágenes de microscopía confocal de las Figuras 28 y 29, 
para lograr reestablecer las condiciones basales. Esta interpretación es consistente con los 
resultados previos donde se observó una alta densidad de fluorescencia correspondiente a 
vinculina, concentrada en la región perinuclear, donde se localiza el compartimento de reciclaje 
[146]. Por este motivo, se concluye que la modulación que ejerce la BK sobre los contactos 
focales, es reversible. El proceso de movilización intracelular de vesículas conteniendo 
vinculina se ve claramente en las imágenes de microscopía confocal, en las cuales la gran 
acumulación de vesículas Rab 5+ en la zona cercana al núcleo, luego de la estimulación con 
BK, se dispersan hacia la membrana plasmática.  
 
Los avances en proteómica y espectrometría de masa aplicados al estudio de proteínas han 
permitido la identificación de proteínas en tejidos específicos, células o incluso fracciones 
subcelulares [164]. En este trabajo se utilizó la Cromatografía Líquida-Espectrometría de 
Masa/Espectrometría de Masa (LC-MS/MS) para identificar las proteínas de las células del 
túbulo colector de la papila renal que se encuentran asociadas o unidas a las vesículas que 
contienen vinculina. Para ello, las vesículas fueron purificadas mediante centrifugación 
diferencial y luego aisladas mediante un método inmunomagnético. La separación de las 
proteínas se realizó a través geles de SDS-PAGE con posterior tripsinización y análisis 
mediante LC-MS/MS.  
El análisis logró identificar proteínas como α-actinina, que es una subunidad del complejo 
proteico CART (reciclaje o trasporte asociado al citoesqueleto), el cual es necesario para el 
reciclado eficiente del RTf [181]. Por otra parte, también se identificó a miosina-9 en las 
vesículas que contienen vinculina. Esta proteína, que participa durante el movimiento celular, 
juega un papel importante en la reorganización del citoesqueleto, formación de contactos 
focales y retracción de los lamelipodios [182]. Aunque parece claro que vinculina al 
internalizarse se localiza en los endosomas de reciclaje, el análisis mediante LC– MS/MS de las 
vesículas aisladas demostró que estas también presentan proteínas residentes del retículo 
endoplasmático como calnexina y la ATPasa transicional del retículo endoplásmico. Esto 
demuestra que además de los endosomas de reciclado, las vesículas que contienen vinculina 
incluyen porciones del retículo endoplásmico. La proteína ATPasa transicional del retículo 
endoplásmico identificada mediante el análisis de LC–MS/MS se encuentra involucrada en la 
formación del retículo endoplásmico transicional [183]. La transferencia de membranas desde 
el retículo endoplásmico al aparato de Golgi, que es un proceso dependiente de ATPasa, ocurre 
a través de vesículas de transición de 50-70 nm que derivan de elementos de transición del 
fragmento rugoso y del fragmento liso del retículo endoplásmico [183]. Por lo tanto, la 
presencia de esta proteína en las vesículas refuerza la interpretación de que vinculina se 
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incorpora a vesículas en la zona perinuclear, que constituyen el reservorio del circuito de 
tránsito restringido. 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta tesis permiten proponer un modelo de distribución 
intracelular de vinculina mediado por transporte vesicular: la vinculina cuando se encuentra 
presente en el citosol, se moviliza entre la conformación libre (soluble) y una asociada a 
vesículas, y la unión de la proteína a vesículas del circuito de tránsito restringido y al circuito 
corto de reciclaje permitiría que vinculina sea transportada finalmente a los sitios de armado de 
los complejos focales.  
 
 
 
Figura 46-A) Esquema que representa el modelo de la dinámica intracelular de vinculina en 
condiciones basales. En el esquema se indican las proteínas que participan en el tráfico de las vesículas que 
contienen vinculina en condiciones basales. Se representan las vesículas que forman parte del circuito de 
tránsito restringido, y del circuito corto de reciclaje. RTf receptor de transferrina, MEC matriz extracelular, 
RB2 receptor B2 de bradiquinina, RE retículo endoplásmico 
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Figura 46-B) Esquema que representa el modelo de la dinámica intracelular de vinculina luego de la 
estimulación con bradiquinina. En el esquema se indican las proteínas que participan en el tráfico de las 
vesículas que contienen vinculina luego de la estimulación con bradiquinina (BK). Se representan las 
vesículas que forman parte del circuito de tránsito restringido, y del circuito corto de reciclaje. Después de la 
estimulación con BK, vinculina se disipa de los contactos focales y se asocia a vesículas Rab 5+ del circuito 
corto de reciclaje. Para reestablecer las condiciones basales, las vesículas del circuito de tránsito restringido 
se movilizan hacia la membrana plasmática para transportar vinculina hacia los sitios de formación de nuevos 
contactos focales que contienen vinculina. RTf receptor de transferrina, MEC matriz extracelular, RB2 
receptor B2 de BK, RE retículo endoplásmico 
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LOS MICROTÚBULOS PARTICIPAN EN EL TRANSPORTE DE LAS VESÍCULAS 
QUE CONTIENEN VINCULINA DURANTE EL PROCESO DE REARMADO DE LOS 
CONTACTOS FOCALES  
 
Los contactos focales (CF) son estructuras dinámicas que se encuentran en reestructuración 
constante [46, 50, 52]. Los cambios dinámicos en la interacción de la célula con la matriz 
extracelular que la rodea son de importancia fundamental para numerosos procesos 
fisiológicos, incluyendo la determinación de la forma y proliferación celular, la migración, 
remodelación de tejidos y diferenciación durante el desarrollo embrionario, cicatrización de 
heridas y en el mantenimiento de la integridad tisular [46, 50, 52, 68]. Es sabido que los 
microtúbulos son necesarios para la migración direccional de las células, y ha sido demostrado 
que se asocian a los CF en células migratorias como los fibroblastos [184]. En los trabajos 
previos que dieron lugar al desarrollo de esta tesis, se ha demostrado que la hormona intrarrenal 
BK induce una reestructuración de los CF al movilizar vinculina pero no talina, con la 
consiguiente formación de vesículas que contienen vinculina y componentes del compartimento 
de reciclaje endosomal [146]. Además, se demostró que la BK induce la reorganización del 
citoesqueleto de actina [75], y que el tratamiento previo de los cultivos primarios de células del 
túbulo colector de la papila renal con un agente despolimerizante del citoesqueleto de actina, 
citocalasina D, impide el rearmado de los CF a tiempos largos de estimulación con BK. Estos 
resultados sugieren que la formación de los CF, como así también el trasporte de las vesículas 
que contienen vinculina hacia los sitios de la membrana plasmática donde ocurre este proceso, 
depende del citoesqueleto de actina [146]. Con el objeto de estudiar si los microtúbulos también 
participan en el rearmado de los CF, se realizaron cultivos primarios de células de túbulo 
colector y se estimularon con BK en presencia de colchicina, un agente despolimerizante de los 
microtúbulos. 
Los resultados obtenidos demuestran que la preincubación de las células con colchicina no 
evita la disipación de vinculina de los CF, pero si impide el rearmado de los mismos. En 
particular, se observan muy pocos CF a tiempos prolongados de estimulación con BK. Además, 
la alteración en el rearmado de los CF no permite que las células se adhieran de forma efectiva 
a la matriz extracelular, con la consiguiente pérdida de su morfología extendida y la adquisición 
de una forma redondeada, lo que les impediría establecer un correcto contacto célula-célula.  
En células migratorias, la unión de los microtúbulos a los CF se ha relacionado con el proceso 
de desarmado de los mismos [71]. Se ha demostrado que el desarmado de los CF no consiste en 
el mecanismo inverso del armado, sino que ocurriría por un mecanismo de endo/exocitosis de 
la integrina mediado por miembros de la familia de Rab GTPasas, en el cual también estarían 
implicados los microtúbulos, dinamina y p125FAK [69, 70, 71, 72]. Además, los microtúbulos 
son los encargados de realizar el trasporte de largo alcance de vesículas y organelas como los 
endosomas de reciclaje y endosomas tempranos, debido a la acción proteínas motoras [154, 
155]. Probablemente, los microtúbulos participen en el transporte de las vesículas que 
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contienen vinculina desde los endosomas tempranos Rab 5+ y el compartimiento de reciclaje 
endosomal (Rab 11/RTf +) hacia los sitios de armado de los CF. El pre-tratamiento con 
colchicina no permitiría la polimerización de los microtúbulos, y por lo tanto, no podrían 
transportar las vesículas que contienen vinculina a los sitios de armado de los CF, como 
normalmente ocurre a los 10 min de estimulación con BK en ausencia de colchicina. En 
coincidencia con esta interpretación, es importante resaltar que las células tratadas solo con 
colchicina presentan menor cantidad de CF que las células en ausencia del inhibidor, reflejando 
la participación de los microtúbulos en el mantenimiento de los CF en condiciones basales.  
A modo de evidencia de que vinculina se moviliza según el modelo dinámico descripto en la 
sección anterior, el análisis mediante LC-MS/MS de las vesículas aisladas reveló la presencia 
de subunidades alfa y beta de tubulina asociadas a la membrana de las vesículas (Tabla 1, 
capítulo 3, sección 3.5). Se ha demostrado que el aislamiento de vesículas recubiertas de 
clatrina también presenta estas subunidades unidas a la membrana de las vesículas [185]. 
Debido a que el trasporte intracelular de la mayoría de las vesículas se produce a través de los 
microtúbulos, es posible que la presencia de las subunidades de tubulina en las vesículas que 
contienen vinculina sean importantes para el transporte de las mismas hacia los sitios de 
rearmado o formación de los contactos focales. Por lo tanto, la incubación con colchicina 
estaría impidiendo el trasporte de las vesículas hacia la membrana plasmática, lo que explica la 
escasa cantidad de CF en condiciones basales, y la falta de rearmado de los CF a los 10 min de 
incubación con BK.  
 
En la Figura 47 se expone un esquema que resume los resultados de esta sección. 
 
LA FORMACIÓN DE VESÍCULAS QUE CONTIENEN VINCULINA CON LAS 
CARACTERISTICAS DESCRIPTAS NO OCURRE CON AGENTES 
DESESTABILIZANTES DE MEMBRANA 
 
En los antecedentes se estableció que los agentes que desestabilizan la membrana como la 
neomicina, que actúa sobre las membranas celulares secuestrando PIP2, y metil-β-ciclodextrina 
(CDex), que provoca la disminución de colesterol en las membranas, inducen un cambio global 
en el perfil de fosfolípidos de los dominios de membrana DRM e incluso provocan la 
disipación de vinculina y talina de los CF sin posterior reconstitución de los mismos [113]. Con 
el objeto de estudiar si la formación de vesículas que contienen vinculina con las características 
descriptas corresponde a un fenómeno específico inducido por la hormona BK o generalizado, 
se trataron células de túbulo colector en el cultivo primario con los agentes recién mencionados, 
que alteran la composición lipídica de la membrana.  
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Figura 47- Esquema que representa la participación de los filamentos de actina y de los microtúbulos en el 
transporte de vesículas que contienen vinculina a los sitios de armado de los CF 
 
 
Los resultados obtenidos han demostrado la aparición de estructuras vesiculares que contienen 
vinculina en el citosol después de tratar las células del túbulo colector con agentes 
desestabilizantes de la membrana. El análisis de las vesículas demostró la ausencia de Rab 5, 
Rab 11 y del RTf. Esto revela que las estructuras vesiculares formadas no derivan de los 
endosomas de reciclaje fisiológicos, como si lo hacen las vesículas que contienen vinculina que 
se forman luego de la estimulación con BK. Por lo tanto, interpretamos que probablemente 
estas vesículas representen estructuras que derivan de la vesiculización irreversible de la 
membrana plasmática, que ocurre como consecuencia de la alteración de los dominios raft 
como se reportó previamente [113]. Esta consideración es consistente con el efecto observado, 
en donde no se detectó el rearmado de los CF después del tratamiento con estos agentes.  
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PARTICIPACIÓN DE LA VINCULINA EN EL MANTENIMIENTO DE LAS 
ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN CELULAR EN LOS TÚBULOS 
COLECTORES DE LA PAPILA RENAL 
 
LA ACTIVIDAD DE LAS SMSs ES ESENCIAL PARA EL MANTENIMIENTO DE 
LAS ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN CÉLULA-CÉLULA  
 
Los esfingolípidos, a pesar de constituir una pequeña proporción de los lípidos de membrana, 
son un grupo de moléculas bioactivas cuya participación en procesos celulares es cada vez más 
relevante. Tomando como base las evidencias que indican que la organización de los tejidos 
epiteliales depende de la conservación de las estructuras de adhesión celular, y que en células 
del túbulo colector, las proteínas que conforman a las uniones adherentes (UA) y a los 
contactos focales (CF) se localizan en microdominios raft enriquecidos en colesterol y 
esfingomielina (SM), cuya composición es esencial para el mantenimiento de las mismas [113, 
114, 115], surgió la hipótesis de que la actividad de las enzimas que sintetizan SM podría 
cumplir un papel importante en el mantenimiento de las estructuras de adhesión celular, de las 
cuales depende el mantenimiento de la organización de los tejidos. Para comprobar la hipótesis 
se llevó a cabo la investigación y se tomó como modelo de estudio cultivos primarios de células 
del túbulo colector de la papila renal, que preservan las características de un epitelio 
diferenciado (Capítulo 1, Resultados). 
Aunque se han realizado varios estudios que demuestran que tanto la inhibición farmacológica 
como el silenciamiento génico de las enzimas esfingomielina sintasas (SMSs) altera la 
composición de los raft lipídicos [133, 134], y que también puede impedir la formación de UA 
maduras durante el proceso de diferenciación de las células MDCK [135], no se ha estudiado el 
efecto que produce la inhibición de estas enzimas en epitelios ya diferenciados y maduros. Para 
analizar la participación de la actividad de las SMSs en el mantenimiento de las UA, las células 
fueron incubadas inicialmente con un inhibidor farmacológico de ambas isoformas de la SMS, 
la SMS1 y SMS2, denominado D609. El análisis mediante microscopía confocal y 
convencional de las cultivos demostró que la actividad de las enzimas cumple un rol importante 
en el mantenimiento de las UA. La inhibición farmacológica indujo la alteración en la 
distribución de las proteínas que conforman al complejo proteico de las UA. Con el objeto de 
corroborar que las alteraciones observadas en las células se debían a la inactivación de las 
enzimas y no a un efecto deletéreo del agente farmacológico utilizado, se realizó el 
silenciamiento génico de las dos isoformas de la enzima utilizando siRNAs específicos. 
Teniendo en cuenta que las UA son estructuras proteicas que residen en la membrana 
plasmática, sería lógico pensar que la acción de la SMS2 (isoforma presente en la membrana 
plasmática) sería la más importante para el mantenimiento de estas estructuras. Pero 
contrariamente a lo esperado, no se observaron cambios significativos en la distribución de α-
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catenina en los bordes de las células transfectadas con el ARN de interferencia específico para 
la SMS2. Cuando las células se incubaron con el ARN de interferencia específico para la SMS1 
(isoforma presente en el aparato de Golgi), se observó alteración en la distribución de α-
catenina, con la consiguiente aparición de espacios intercelulares. Este resultado no solo 
confirmó la participación de la actividad de las enzimas que sintetizan SM en el mantenimiento 
de las UA, sino que incluso demostró, en coincidencia con estudios realizados en células 
MDCK [135], que la actividad de la SMS1 sería la más importante para el mantenimiento y/o 
formación de las UA. Puesto que los resultados observados de la inhibición farmacológica y del 
silenciamiento génico de la SMS1 son morfológicamente similares, el agente D609 
probablemente actúe inhibiendo principalmente a la SMS1. Debido a que la SMS1 se localiza 
en el aparato de Golgi, y su actividad es esencial para la formación de vesículas, las 
alteraciones observadas sobre las UA podrían deberse a las modificaciones en la formación de 
vesículas que participan en el proceso de transporte y reciclado de los complejos de UA.  
Con el objeto de investigar si las alteraciones en las uniones célula-célula provocadas por el 
inhibidor farmacológico, se debían a una disminución de la síntesis de las proteínas que 
conforman las UA, se realizó el estudio de las mismas mediante Western Blot. El análisis no 
mostró disminución en los niveles de estas proteínas, demostrando que las alteraciones 
observadas sobre las UA no se corresponderían a una disminución en la cantidad de las 
mismas. 
 
LA ACTIVIDAD DE LAS SMSs NO ES ESENCIAL PARA EL MANTENIMIENTO DE 
LAS ESTRUCTURAS DE ADHESIÓN CÉLULA-MATRIZ EXTRACELULAR 
 
Los CF son estructuras jerárquicas formadas por la unión secuencial de varias proteínas [47, 48, 
49, 50], que permiten el armado y desarmado de los CF, lo que constituye el proceso de 
remodelación que le da plasticidad a las células. Teniendo en cuenta que en trabajos previos 
realizados en nuestro laboratorio, utilizando cultivos primarios de células del túbulo colector, se 
demostró que la acción de un agente fisiológico como la hormona BK es capaz de inducir la 
remodelación de los CF en forma reversible [75], y que este efecto no se repite al tratar las 
células con agentes químicos que alteran la composición lipídica de la membrana plasmática 
[113, 114]; se investigó el efecto que produce sobre los CF la inhibición de la actividad de las 
enzimas SMS1 y 2, que participan de la síntesis de un componente esencial de los dominios 
raft, la SM. El análisis demostró que en las células incubadas con el inhibidor, tanto vinculina 
como talina continúan formando parte de los CF, e incluso se produce un aumento en el número 
de CF que contienen vinculina, de acuerdo a los datos obtenidos en el análisis cuantitativo. La 
activación y unión de talina a la integrina para iniciar la formación del complejo focal, depende 
de la presencia local de PI4P [61]. Aunque la molécula de talina, junto con PIP2, han sido 
señalados como las principales moléculas que reclutan a vinculina a los sitios de armado de los 
CF, también se ha reportado que vinculina puede asociarse a paxilina [57], la cual se une de 
forma directa a la integrina. El aumento en el número de CF que contienen vinculina, y no 
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talina, podría deberse a la capacidad de unión de vinculina a paxilina, probablemente en sitios 
primordiales de armado de los CF. Tanto el aumento del número de CF que contienen vinculina 
como el aumento del tamaño de los mismos en las células del interior de la colonia, 
posiblemente se deban a un mecanismo compensatorio de las células ante la disolución de las 
uniones intercelulares, con el fin de mantenerse adheridas a la matriz extracelular, y de esta 
forma asegurar su supervivencia.  
 
LA ACTIVIDAD DE LAS SMSs REGULA LA ORGANIZACIÓN DEL 
CITOESQUELETO DE ACTINA  
 
El citoesqueleto de actina que es fundamental para el mantenimiento de la morfología celular 
[93], cumple un papel importante en la adhesión de las células con la matriz extracelular, 
debido a su directa unión con proteínas de los CF. Por lo tanto, el análisis del efecto que podría 
ejercer la inhibición de la actividad de las SMSs sobre el citoesqueleto de actina fue de 
importancia para completar los resultados obtenidos hasta el momento. El análisis demostró 
una alteración en el cinturón circunferencial de actina en las células después de ser incubadas 
con el inhibidor, en concordancia con los resultados previos, en donde la disipación de 
proteínas que conforman a las UA, provocó la separación e incluso contracción celular. Las 
fibras de estrés por su asociación a los CF cumplen un papel importante en la adhesión de las 
células al medio extracelular [93]. La incubación de las células del túbulo colector con el 
inhibidor D609 provocó una reorganización de las fibras de estrés, con un predominio de las 
fibras de estrés ventrales, que son cortas y se asocian a CF en ambos extremos, tanto en las 
células del interior de la colonia como en las periféricas. Este hecho se correlaciona con el 
incremento del número de CF que contienen vinculina en las dos poblaciones celulares, y les 
permitiría a las células mantener su morfología extendida como se indicó en la sección 2.1 
(Figura 40B, flechas e inserto). Se ha descripto que las fibras de estrés ventrales pueden 
formarse a partir de fibras de estrés dorsales preexistentes debido a la reorganización de su 
estructura [93] y que vinculina puede promover la modificación de los filamentos de actina 
[91]. Por lo tanto, la molécula de vinculina mediaría la organización de las fibras de estrés 
ventrales para favorecer la formación de un mayor número de CF después de incubar las células 
con el inhibidor D609, como un mecanismo compensatorio en la cual las células actuarían 
rápidamente remodelando sus componentes del citoesqueleto con el fin de asegurar su 
supervivencia.  
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EL EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LAS SMSs ES REVERSIBLE  
Para evaluar la reversibilidad de los efectos producidos por la inhibición farmacológica de las 
SMSs sobre las uniones intercelulares, después de incubar las células con el D609 durante 24 
hs, se eliminó del medio el inhibidor y se reincubaron durante 24 hs adicionales. Este estudio 
demostró que el inhibidor de las SMSs, D609, no provoca cambios irreversibles en las células, 
puesto que en el tiempo adicional que se mantuvieron en cultivo, las células fueron capaces de 
restituir la monocapa debido a la recuperación de las UA, como se muestra en la Figura 44C.  
Nuestra interpretación es que en ausencia de la actividad de la SMS1 el trasporte vesicular del 
complejo de unión adherente desde el aparato de Golgi hacia la membrana plasmática se ve 
afectado, posiblemente por la formación de vesículas que no resulten adecuadas para la correcta 
inserción de las proteínas de la UA. Una vez reestablecida la actividad de la SMS1, se 
formarían las vesículas con las condiciones fisicoquímicas adecuadas para la inclusión de las 
proteínas del complejo adherente. Esto explicaría la recuperación de las uniones intercelulares 
que se observa luego de 24 hs de crecimiento en ausencia del inhibidor. 
 
CONCLUSIONES GENERALES DE LAS EVIDENCIAS EXPUESTAS EN LA 
PRESENTE TESIS DOCTORAL 
 
En conjunto, los resultados de la presente tesis doctoral permitieron demostrar que el pool 
citosólico de vinculina está compuesto por una forma soluble de la proteína, y otra asociada a 
vesículas, las que también contienen marcadores del compartimiento endosomal (Rab 5) y de 
reciclaje (Rab 11 y RTf). Y el hecho de que las vesículas no contengan talina y paxilina, 
confirma el efecto modulatorio, y no de desarmado, que ejerce de la hormona intrarenal 
bradiquinina sobre los contactos focales en las células de túbulo colector de la papila renal.  
El análisis de las vesículas a través de LC–MS/MS evidencia la presencia de proteínas que 
participan en el transporte de vesículas mediado por el citoesqueleto de actina, como α-actinina 
y miosina-9; y también proteínas de los microtúbulos (subunidades alfa y beta de tubulina). La 
identificación de componentes del citoesqueleto de actina y microtúbulos, como así también de 
las proteínas Rab 5 y Rab 11 en las vesículas que contienen vinculina, se correlaciona con los 
resultados que demuestran que el rearmado de los contactos focales que se observa a tiempos 
largos de estimulación con bradiquinina, depende tanto de la presencia de los filamentos de 
actina como de los microtúbulos. 
Adicionalmente, la detección mediante LC–MS/MS de proteínas residentes del retículo 
endoplasmático como calnexina y la ATPasa transicional en las vesículas, en conjunto con los 
resultados obtenidos de las imágenes de microscopía confocal, análisis de colocalización (MOC 
y K), y Western Blot de las proteínas Rab 5, Rab 11 y vinculina, permitieron proponer un 
modelo dinámico de distribución intracelular de vinculina mediado por transporte vesicular. En 
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este modelo se plantean dos circuitos de tránsito, circunscriptos a determinadas regiones de la 
célula. Las vesículas de la región marginal participarían del recambio basal de vinculina 
presente en los contactos focales, y las de la región perinuclear, constituiría el reservorio de la 
molécula, y se movilizaría ante un estímulo que demande la llegada de vinculina a los sitios de 
armado de los contactos focales, como ocurre durante su reestructuración inducida por 
bradiquinina.  
A pesar de que, tanto las proteínas que forman parte de los contactos focales como de las 
uniones adherentes se localizan en dominios raft enriquecidos en esfingomielina, la inhibición 
de la actividad de la esfingomielina sintasa solo afecta la unión célula-célula. Se comprobó que 
el mantenimiento de las uniones adherentes es dependiente de la actividad de una de las 
isoformas de la enzima, la esfingomielina sintasa 1, que se localiza en el aparato de Golgi y 
participa en la síntesis de novo de esfingomielina. Esto indicaría que la inhibición de la enzima 
provoca una alteración en las características fisicoquímicas de la membrana de las vesículas 
con la consecuente alteración en la inserción y transporte de las proteínas que forman parte de 
las uniones adherentes, puesto que se sabe que E-cadherina y β-catenina viajan desde el aparato 
de Golgi hacia la membrana formado un complejo (25). Ante la falta de E-cadherina y β-
catenina en la membrana plasmática, el resto de las proteínas del complejo no se pueden 
ensamblar, ni tampoco se pueden asociar los filamentos de actina para formar el cinturón 
circunferencial y como consecuencia, las células se separan.  
El mantenimiento de los contactos focales demostró no ser dependiente de la actividad de la 
esfingomielina sintasa 1, y la respuesta ante la inhibición de la enzima fue un aumento en 
cantidad y tamaño de los mismos. Estos resultados demuestran que el transporte vesicular de 
vinculina no estaría afectado por la inhibición de la enzima. Probablemente este fenómeno se 
deba a que la molécula de vinculina se asocia a vesículas del sistema endosomal, provenientes 
de la membrana plasmática, donde la actividad de la esfingomielina sintasa 2 podría compensar 
la inhibición de la isoforma presente en el aparato de Golgi. Además, para permanecer asociada 
a la membrana formando parte de los CF, la vinculina necesita de la presencia de PIP2 [58], 
cuya síntesis local se encuentra asegurada por la presencia de talina, puesto que esta proteína 
porta a la enzima PI4P-5K tipo I que promueve la síntesis local de PIP2, a partir de PI4P [62, 
63] 
Los cambios dinámicos en la interacción de la célula con la matriz extracelular que la rodea son 
de importancia fundamental, por tanto, la remodelación de las fibras de estrés que acompañan 
al aumento del número de contactos focales que contienen vinculina demuestra la plasticidad 
que tienen las células de responder y reorganizar sus componentes ante determinados estímulos. 
Se ha descripto en células migratorias, que la vida media de la integrina en los contactos focales 
depende del tamaño de estos complejos proteicos, y puede variar de algunos segundos hasta 
largos períodos de tiempo [73, 74]. También se sabe que la unión de vinculina a talina refuerza 
y estabiliza al complejo focal en formación, lo que reduce el reciclado de integrina y favorece 
el consiguiente crecimiento de los mismos [60]. Estos datos aportan mayor evidencia al papel 
que cumple vinculina en el mantenimiento de los contactos focales ante la inhibición 
farmacológica de las esfingomielina sintasa 1. En este contexto, la molécula de vinculina sería 
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transportada a la membrana plasmática por vesículas Rab 5/Rab 11+, y la asociación de 
vinculina a talina estabilizaría a la integrina en los complejos focales en formación, 
prolongando la vida media de los mismos y, evitando de esta forma, que las células se 
despeguen de la matriz extracelular y mueran por anoikis. 
 
 
PROYECCIÓN FISIOPATOLÓGICA DE LAS EVIDENCIAS EXPUESTAS EN LA 
PRESENTE TESIS DOCTORAL 
 
Como se mencionó en la introducción, el establecimiento de las estructuras de adhesión celular 
constituye una etapa fundamental en el proceso de organización tisular, en el cual, la adhesión 
célula-matriz, a través de la formación de contactos focales, precede a la unión célula-célula, 
representada por las uniones adherentes. Los cambios dinámicos en la interacción de la célula 
con la matriz extracelular que la rodea son de importancia fundamental para numerosos 
procesos fisiológicos, incluyendo la determinación de la forma y proliferación celular, la 
migración, remodelación de tejidos y diferenciación durante el desarrollo embrionario, 
cicatrización de heridas y en el mantenimiento de la integridad tisular [46, 50, 52, 68]. Pero 
también subyace a la progresión de un amplio espectro de patologías, incluyendo la metástasis 
de células cancerosas, la aterosclerosis, y la hipertrofia cardíaca, así como desordenes de tipo 
fibróticos y neurodegenerativos [50].  
 
El ciclo de síntesis y degradación de esfingomielina ha sido ampliamente estudiado en neuronas 
debido a que son las células que contienen el mayor porcentaje de este esfingolípido. El 
aumento de la síntesis de esfingomielina por sobreexpresión del gen de la esfingomielina 
sintasa 1 se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades como Alzheimer [186], mientras 
que un aumento de la cantidad de esfingomielina, por una falta de degradación por acción de 
las enzimas lisosomales esfingomielinasas, se encuentra asociado con enfermedades como la de 
Niemann-Pick [187]. Los resultados de la presente tesis doctoral permitieron demostrar que la 
regulación de la actividad de la esfingomielina sintasa 1 también es muy importante para 
regular el mantenimiento de la organización tisular de los túbulos colectores de la papila renal, 
puesto que la inhibición de su actividad provoca la alteración de las uniones intercelulares. Por 
lo tanto, la inhibición de la esfingomielina sintasa 1 provocaría un retorno a la etapa inicial del 
proceso de organización tisular, que es la formación de los contactos focales con el fin de 
mantener a las células adheridas a la matriz extracelular y de esta forma asegurar su 
supervivencia. 
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Figura 48. Proyección fisiopatológica de las evidencias expuestas en la presente tesis doctoral. La 
sobreexpresión la esfingomielina sintasa 1 (SMS1) se asocia a la enfermedad de Alzheimer en las neuronas; y 
la inhibición de la actividad de la SMS 1 en las células del túbulo colector provocaría el retorno a la etapa 
inicial del proceso de organización tisular. CF contactos focales, UA uniones adherentes, MEC matriz 
extracelular 
 
 
Esta proyección fisiopatológica pone en evidencia la importancia de esclarecer los mecanismos 
involucrados en el mantenimiento y modulación de las estructuras de adhesión celular, puesto 
que son esenciales para la formación y funcionamiento de los tejidos. Por otro lado, el modelo 
propuesto de distribución de vinculina asociada a vesículas para ser transportada a los sitios de 
armado de los contactos, aporta nueva evidencia al continuo intento por describir los 
mecanismos que utilizan las células para regular la dinámica intracelular de esta proteína.  
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